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I N T R O D U G C I O N
De lo s  mas im p o r ta n te s  problemas que t i e n e  boy p la n  
t è a d a  l a  B io lo g ia  es e l  de l  conoc im ien to  d e t a l l a d o  de l  
p ro ceso  de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .  Aparté  de l a  t r a s c e n -  
d e n c ia  que e s t e  t i e n e  p a r a  l a  comprensiôn de todo e l  méta­
bo l ism e c e l u l a r ,  es im p r e s c in d ib le  p a r a  e l  en ten d im ien to  
de lo s  mécanismes de c o n t r o l  que sob re  é l  se e j e r c e n ,  lo s  
c u a le s  e s t â n  en r e l a c i ô n  con p ro c e s o s  t a i e s  como d i f e r e n -  
c i a c i ô n ,  r e g u l a c i ô n  hormonal,  i n f e c c i ô n  v i r i c a  y e f e c t o s  
de i n t e r f e r o n ,  p ro d u cc iô n  de a n t i c u e r p o s ,  e t c .
O t ra  a p l i c a c i ô n  de e s t e  conoc im ien to  es e l  a c l a r a r  
e l  mécanisme de ac c iô n ,  r e s i s t e n c i a - t o x i c i d a d ,  e s p e c i f i -  
c id a d ,  e t c .  de a n t i b i ô t i c o s  i n h i b i d o r e s  de e s t e  p roceso  
de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
Une de l o s  o b je to s  de e s t e  t r a b a j o  es e l  c o n t r i b u i r  
a l  e s c l a r e c i m i e n t o  de l a  e t a p a  c o n c r e t a  de form aciôn  de en­
l a c e  - p e p t id i c o  de l a  b i o s i n t e s i s  g e n e ra l  de p r o t e i n a s  
d e n t ro  d e l  p ro ce so  g lo b a l  de t r a s l a c i ô n  d e l  mensaje gené-  
t i c o .  P a ra  en c u ad ra r  e s t a  e t a p a  vamôs a da r  una v i s i ô n  d e l  
conoc im ien to  a c t u a l  d e l  p ro ce so  de t r a s l a c i ô n .
Es s ab ide  que l a  in fo rm ac io n  g e n ô t i c a  c o n t e n id a  en 
e l  DNA como se c u e n c ia  de te rm inada  de d e s o x in u c l e c t i d o s  ne-
-  2 -
c e s i t a  p a r a  su  e x p r e s iô n  de una m olécu la  de âc ido  r i b o n u -  
c l e i c o ,  RNA m ensa je ro ,  de s e c u e n c ia  de n u c l e o t i d e s  complp 
m e n ta r i a  a l a  de a q u e l .  Los aminoâcidos que fo rm arân  l a s  
p r o t e i n a s ,  se a l i n e a r â n  en un orden deter in inado p o r  e l  
mRNA m ediante  l a  i n t e r v e n c i ô n  de a c id e s  n u c l e i c o s  e s p e c l -  
f i c o s  de t r a n s f e r e n c i a ,  tRNA. E s te  p ro ceso  de p o l i m e r i z a -  
c iô n  o rdenada se l l e v a  a cabo en l a s  p a r t i c u l e s  r ib o n u c le o  
p r o t e i ç a s ,  que son  lo s  r ibosom as ,  con l a  c o l a b o r a c i o n  de 
una s e r i e  de f a c t o r e s  p r o t e i c o s  y m olécu las  s u m i n i s t r a d o -  
r a s  de e n e r g i a .  La s e c u e n c ia  e s p e c i f i c a  de aminoâcidos dp 
te rm inera ,  b âs icam en te  l a  c o n f ig u r a c iô n  de l a  p r o t e i n a  de 
l a  c u a l  depende su  fu n c iô n .
El p ro ceso  de t r a s l a c i ô n  l o  d iv id i re m o s  p a r a  su  e s -  
t u d i o  en c u a t r o  f a s e s  p r i n c i p a l e s :  fo rm aciôn  de aa-tRNA, 
i n i c i a c i ô n ,  a la rg a m ie n to  y t e rm in a c iô n  de l a s  'cadenas pep  
t i d i c a s . (R e v i s io n e s  de Lengyel y S o i l ,  1969; Lipmarm,1969; 
S p i r i n  y G a v r i lo v a ,  1969; C h a p ev i l le  y Haenni,  1969) .
. Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p a r a  i n t e n t e r  e l u c i d a r  cada  
uno de e s t o s  p a s o s , s e  r e a l i z a r o n  p r in c ip a lm e n te  en e x t r a c -  
t o s  c e l u l a r e s ,  con lo  cu a l  fué  p o s i b l e  un e s t u d i o  mas am- 
p l i o  a n i v e l  m o le cu la r  que e l  que se h u b ie r a  podido c o n s e -  
g u i r  i n  v i v o . En g e n e ra l  en s i s t e m a s  i n  v i t r o  l a  c a n t i d a d
-  3 -
de p r o t e i n a  formada es medida p o r  l a  i n c o r p o r a c iô n  de ami­
noâc idos  r a d i o a c t i v o s  en e l  m a t e r i a l  p r e c i p i t a b l e  en medio 
â c id o ,  s ie n d o  p o s i b l e  a s i g n a r l e s  s i g n i f i c a d o  b i o l ô g i c o  a 
e s t o s  s i s te m a s  porque con e l l o s  se  han e fe c tu a d o  s i n t e s i s  
de p r o t e i n a s  de i g u a l  e s t r u c t u r a  a l a s  s i n t e t i z a d a s  en 
s i s te m a s  in  v i v o , como l a  hemoglobina y p r o t e i n a s  cenzimâ 
t i c a s  b io lô g ica m en te  a c t i v a s  como l a  l i s o z i m a  ( S a l s e r ,  
G es te lan d  y B o l l e ,  1967).
A c o n t in u a c iô n  se d e s c r i b i r â  e l  e s ta d o  a c t u a l  d e l  co 
noc im ien to  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en E s c h e r i c h i a  C o l i . 
P a r a  que lo s  aminoâcidos puedan s e r  in c o rp o ra d o s  en una 
p r o t e i n a ,  es n e c e s a r i o  lo  hagan formando p a r t e  de l a  molé­
c u l a  de aa-tRNA. El paso de aminoâcidos l i b r e s  a aa-tRNA 
t i e n e  l u g a r  mediante una r e a c c iô n  e n z im â t ic a  que t r a n s c u -  
r r e  en dos p a s o s ;  a c t i v a c i ô n  de l o s  aminoâcidos m ediante  
fo rm ac iôn  de complejo r i c o  en e n e r g i a  AMP-aminoâcido-enzi 
ma y p o s t e r i o r  r e a c c i ô n  con e l  grupo 3 ’h i d r o x i t e r m i n a l  de l  
tRNA e s p e c i f i c o  p a r a  e l  aminoâcido .  La mayor p a r t e  de e s ­
t o s  enzimas,  am inoac i l  s i n t e t a s a s ,  que se han p u r i f i c a d o  
h a s t a  e l  momento, t i e n e n  un peso m o le c u la r  aproximado de 
100 .000 ,  t ra tân d o se .  unos de una s o l a  cadena p e p t i d i c a  
(Hayashi y c o l . ,  1970) ,  y o t r o s  de a s o c i a c io n e s  de v a r i a s
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cadenas u ol igômeros aparen tem en te  i d é n t i c a s  (Katze y  Ko- 
n i g s b e r g ,  1 9 7 0 ) o de pesos  m o le cu la re s  o s e c u e n c ia  d i f e r e n  
t e  (F r e d d ie ,  1969; Ostrem y Berg, 1970) .  No.es d e f i n i t i v e ,  
l a  e x i s t e n c i a  de una s ô l a  s i n t e t a s a  p o r  cada  aminoâcido 
d i f e r e n t e ,  aunque p o r  l o s  d a to s  a c t u a l e s  p a re c e  que e s t e  
es e l  c a so .
En cuan to  a l  mecanismo y r e q u e r im i e n to s  de e s t a s  r e ac  
c lo n e s  e n z im â t ic a s  no e s t â  t o t a lm e n te  e s c l a r e c i d o .  E l a i s -  
lam ie n to  d e l  complejo am in o a c i l -A M F -s in te ta sa  capaz de 
t r a n s f e r i r  e l  aminoâcido a una m o lécu la  de tRNA ( L a g e r k r i s t  
y c o l . , 1966; N o rr i s  y Berg,  1964) ,  e l  r e q u e r im ie n to  de
ATP p a r a  e l  p ro ceso  de c a rg a  (Hoagland, 1933) ,  a s i  como e l
e q u i l i b r i o  i s o t o p i c o  e n t r e  d icho ATP y f o s f a t o  in o rg â n ic o  
(Demoss y N o v e l l i ,  1936) ,  hacen  que genera lm en te  se admi- 
t a  e l  esquema:
aSj  ^ + ATP + Ej  ^ aa^ -  E^ -  AÎ^ IP + P-P
a a — E — AMP + tRNA^ ^ . aa^  ^ — tRNA^ + E + AlviP
Los r e q u e r im ie n to s  i é n i c o s  de e s t a s  r e a c c io n e s  en z i  
m â t ic a s  v a r i a n  segûn l a  s i n t e t a s a  de que se  t r a t e .  Se han 
a i s l a d o  lo s  complejos de s in t e ta s a -A T P  en a u s e n c ia  de ami­
noâc ido  y de tRNA (Rouget y C h a p e v i l l e ,  1968; A llende  y 
c o l . ,  1 9 7 0 ) ,  l o  que hace suponer  que é s t e  es e l  p r im e r  pa 
so  en l a  fo rm aciôn  d e l  complejo t r i p l e  i n i c i a l .  Por  o t ro  
lad o  se han a i s l a d o  complejos  de s i n t e t a s a s  con tRNA u su a l
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mente e s p e c i f i c o s  de a q u e l l a s ,  que son r e a c t i v o s  o no 
segûn e l  p ro ce so  segu ido  p a r a  su  a i s l a m i e n t o  (Yarus y Berg 
1 9 6 7 ) .  R e fe re n te  a l a  e s p e c i f i c i d a d  de e s t o s  s i s t e m a s  en z i  
m â t icos  h a c i a  lo s  d i s t i n t o s  aminoâcidos y tRNA, es de s u -  
ma im p o r ta n c ia  p a r a  una t r a d u c c i ô n  c o r r e c t a  d e l  mensaje  
g e n é t i c o ,  de aqu i  e l  e x t e n s iv e  e s t u d i o  dedicado  a l a  m is-  
ma. H as ta  e l  momento se  ha  v i s t o  e x i s t e  e s p e c i f i c i d a d  en­
t r e  una s i n t e t a s a  p o r  un aminoâcido y un tRNA determ inado  
p o r  e s t a ,  aunque con b a j a  f r e c u e n c i a  se  dan casos  en que 
un tRNA c a rg a  de term inados  aminoâcidos no e s p e c i f i c o s ,  -  
p roduc iendo  e l  c o r r e s p o n d ie n te  e r r o r  en l a  l e c t u r a  d e l  
mRNA.
Durante e l  p roceso  de i n i c i a c i ô n  de l a  s i n t e s i s  de 
p r o t e i n a s ,  t i e n e  l u g a r  l a  a s o c i a c i ô n  o rdenada  de l a s  dos 
subun idades  r ib o s ô m ic a s ,  FMet-tRNA, GTP y v a r i e s  f a c t o r e s  
p r o t e i c o s  sobre  l a  s e n a l  i n i c i a d o r a  d e l  m ensa je ro .  E s t a  
a s o c i a c i ô n  p rocédé  a t r a v é s  de l a  fo rm ac iôn  de un comple­
jo  de i n i c i a c i ô n  (Nomura, Lowry y G u th r i e ,  1967; G u th e r i e ,  
Nomura, 1 9 6 8 ) 30S-mRNA-FMet-tRNA a l  que p o s t e r i o r m e n te  se 
une l a  subunidad  308.
El conoc im ien to  de l a  e x i s t e n c i a  de m e t io n in a  y a l a  
n i n a  en e l  extreme NH  ^ de g ran  p a r t e  de p r o t e i n a s  (W a l le r ,
1 9 6 3 ) y e l  d e scu b r im ie n to  de FMet-tRNA (Marcher,  Sanger ,
1964) ,  h i c i e r o n  p e n s a r  e l  p o s i b l e  p a p e l  i n i c i a d o r  de l a s
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cadenas p e p t i d i c a s  de e s t e  Met-tRNA, que a l  t e n e r  b lo q u e a -  
do su  NHg t e r m i n a l  a d i f e r e n c i a  de l  r e s t e  de a m in o a c i l -  
tRNA co n o c id o s ,  no p o d r î a  a c t u a r  d u ra n te  l a  e lo n g a c iô n  de 
l a  cadena .  E s te  hecho fué  confirmado en s i s te m a s  i n  v i t r o , 
u t i l i z a n d o  e x t r a c t o s  de E. C o l i  y m ensa je ros  endogenos 
(Capecch i ,  1966) ,  v i r a l e s  (Adams y Capecch i ,  1966) ,  y s i n -  
t é t i c o s  (C la rk  y Marcher,  1966) a l  comprobar que l a  i n c o r  
p o r a c i é n  de f o rm i lm e t io n in a  t é n i a  l u g a r  en l a  p o s i c i ô n  
-  NH2 t e r m i n a l  de l a s  p r o t e i n a s  o p é p t id o s  s i n t e t i z a d o s .
El  que muehas p r o t e i n a s  a i s l a d a s  de £.  C o l i  no posean  en 
su  extreme -  NH  ^ t e r m i n a l  e l  grupo f o r m i lo ,  l a  m e t io n in a  
y aûn muebas veces  o t r o s  aminoâcidos f i n a l e s ,  es deb ido  
a que una vez i n i c i a d a  l a  cadena p e p t i d i c a  es d e s f o r m i l a -  
da (Adams, 1968) p o r  u n a - d e s fo r m i l a s a  e s p e c i f i c a  de metio  
n i n a  y se p a rad o s  lo s  aminoâcidos p o r  am inopep t idasas  que 
t o d a v i a  no h an s i d e  b ie n  c a r a c t e r i z a d a s . Posib.lemente l a  
l a b i l i d a d  de e s t o s  enzimas d u ra n te  l a  o b te n c iô n  de l e s  ex 
t r a c t e s  de E. C o l i  hace p o s i b l e  l a  s i n t e s i s  i n  v i t r o  de 
cadenas  no d e s f o r m i l a d a s •
Por  o t r a  p a r t e ,  l o s  f a c t o r e s  p r o t e i c o s  de i n i c i a c i ô n  
que son a l  menos t r è s  ( î ’p ,  ^2 ^  ^^)  se a i s l a n  de l a s  sub­
un idades  30s  n a t i v a s  p o r  t r a t a m i e n t o  con s o lu c io n e s  s a l i -  
nas  c o n c e n t r a d a s . El que no se e n c u e n t r e n  en r ibosomas 70S 
y en subun idades  30S, s u g ie r e  que se desprenden  de l a  sub-
-  7 -
u n id ad  $08 después de l a  fo rm aciôn  d e l  complejo de i n i c i a ­
c iô n ,  habiendo é s to  s id o  demostrado p a r a  e l  caso d e l  f a c ­
t o r  (Hershey,  Dewey y Thach, 1969).  Aunque son n e c e s a -  
r i a s  e s t a s  p r o t e i n a s  p a r a  l a  t r a s l a c i ô n  d e l  m ensajero  na­
t u r a l  (R eve l ,  Brav/erman, Belong y Gros, 1968) ,  a s i  como 
p a r a  l a  fo rm aciôn  d e l  complejo de i n i c i a c i ô n  ( 8 t a n l e y ,  
8 a l a s ,  Wahba y Ochoa, 1966) ,  sob re  e l  p a p e l  de cada  uno 
de e s to s  f a c t o r e s  en d ichos  p ro ce s o s  e x i s t e n  r e s u l t a d o s  
c o n t r a d i c t o r i o s . 8egûn unos a u t o r e s ,  e l  f a c t o r  t e n d r i a  
doble  a c t i v i d a d ,  a c t u a r i a  es t im u lan d o  l a  f i j a c i ô n  de mRNA 
a 308 y s é r i a  r e s p o n s a b le  de l a  f i j a c i ô n  de e s t r u c t u r a s  
tRNA i n i c i a d o r a s  como FMet-tRNA^ y Ac-Leu-tRNA, m ie n t r a s  
que F^ s é r i a  n e c e s a r i o  p a r a  l a  fo rm ac iôn  d e l  complejo de 
i n i c i a c i ô n  en p r e s e n c i a  de ambas subun idades  (H erzberg ,  
Belong, R eve l ,  1969; Revel y c o l . ,  1970).  P a ra  o t r o s  au­
t o r e s  ( 8 a b o l ,  8 i l l e r o ,  Iw asak i  y Ochoa, 1970)F^ a c t u a r i a  
sob re  La fo rm aciôn  de complejo 308-mRNA, ac tuando F2 en 
l a  e s t im u l a c i ô n  de l a  f i j a c i ô n  de FMet-tRNA^ a e s t e  com­
p l e j o .  Con r e s p e c to  a l  f a c t o r  F^, ya que no es n e c e s a r i o  
p a r a  l a  t r a s l a c i ô n  de m ensa je ros  a r t i f i c i a l e s  como âc ido  
p o l i u r i d i l i c o ,  a s i  como p a r a  l a  fo rm aciôn  d e l  complejo 
de i n i c i a c i ô n  a l  u t i l i z a r  como m ensa je ro  e l  t r i p l e t e  AüG, 
p e ro  s i  p a r a  l a  l e c t u r a  de m ensa je ros  n a t u r a l e s , p a re c e  
se  p r é c i s a  p a r a  l a  l o c a l i z a c i ô n  de l a  s e h a l  de i n i c i a c i ô n
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en e s t o s  m e n sa je ro s ,  t e n ien d o  ademâs p ro p ied a d e s  d i s o c i a n -  
t e s  de r ib o s o m a s .
GTP, aunque igua lm ente  n e c e s a r i o  p a r a  l a  form aciôn  
d e l  complejo de i n i c i a c i ô n  (Hershey y Thach, 1967) ,  no se 
sabe en l a  a c t u a l i d a d  su  e x a c ta  fu n c iô n .  E s t im u la  l a  f i j a  
c iô n  de PMet-tRNA a 308 ( H i l l e r ,  M i l l e r ,  Iw asak i  y Wahba,
1967) ,  de modo que por  cada m olécu la  f i j a d a  a l  complejo 
308-mRNA se  f i j a  una m olécu la  de GTP (Thach y T h ac h ,1971),  
c reyéndose  se produce su  h i d r ô l i s i s  d u ra n te  ( 8 a b o l ,  8 i l l £  
r o ,  Iw asak i  y Ochoa, 1970) o inm edia tam ente  después de l a  
a s o c i a c iô n  de l a  subunidad 308 a l  complejo  de i n i c i a c i ô n  
(Thach y Thach, 1971);  In  e n e r g i a  d e s p re n d id a  en e s t a  h i ­
d r ô l i s i s  se desconoce a qué p ro ce so  e s t a  l i g a d a .
No se  conoce e l  l u g a r  de f i j a c i ô n  de FMet-tRNA a 
708 pero  e l  hecho de que p a r a  su f i j a c i ô n  GTP pueda s e r  
s u s t i t u i d o  p o r  GtîPPCP (Ohta,  8 a r k a r  y Thach, 1967) ,  anâ-  
logo  de GTP no h i d r o l i z a b l e , y que una vez f i j a d o  en p r e ­
s e n c i a  de e s t a  u l t i m a  m olécu la  no s e a  r e a c c io n a b le  con 
pu ro m ic in a ,  hace p en s a r  que es n e c e s a r i a  l a  h i d r ô l i s i s  de 
GTP p a r a  que l a  f i j a c i ô n  de FMet-tRNA a l  r ibosoma te n g a  
lu g a r  en una p o s i c i ô n  que l e  p e r m i t a  l a  form aciôn  p o s t e ­
r i o r  de en la ce  p e p t i d i c o .
En e x t r a c t o s  de E, C o l i  e x i s t e n  dos e s p e c i e s  de 
tRNA e s p e c i f i c o  p a r a  m e t io n in a ,  tRNAp y tRNA^- (Marcher,
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1963);  sobre  ambos a c tû a  l a  misma a m i n o a c i l s i n t e t a s a  (Cass io  
y W a l le r ,  1968) ,  p e ro  m ie n t r a s  Met-tRNAj, es f o r m i l a b l e ,  
Met-tRNAj ,^j no lo  e s .  Como a n te r io rm e n te  se  ha  in d ic a d o ,  
FMet-tRNAp s i r v e  como fu e n te  de m e t io n in a  p a r a  l a  p o s i c i ô n  
amino t e r m i n a l ,  i n t e r v i n i e n d o  Met-tRNAj^ en l a  i n t r o d u c c iô n  
de m e t io n in a  en l a s  p o s i c io n e s  i n t e r n a s  de l a  cadena p e p t i  
d i c a .  Ya que l o s  codones AUG y GUG c o d i f i c a n  p a r a  FMet- 
tRNA i n i c i a d o r  y ademâs p a r a  m e t io n in a  y v a l i n a  en lu g a re s  
i n t e r n e s  de l a  cadena p e p t i d i c a ,  un problema que to d a v i a  
e s t â  po r  r e s o l v e r  es como se v e r i f i e s  e l  r eco n o c im ien to  
de l a  s e n a l  de i n i c i a c i ô n  de l e c t u r a ,  es d e c i r ,  por  que 
p ro ce s o  es d i s t i n g u i d o  un AUG d e l  p r i n c i p i o  de un c i s t r ô n  
de una de l a s  p o s ic io n e s  i n t e r n a s  p a r a  que lo s  r ibosomas 
empiecen l a  t r a s l a c i ô n  en e l  l u g a r  adecuado. P a rece  s e r  
que p a r a  e l  comienzo de l a  fo rm aciôn  de una cadena p e p t i ­
d i c a  no s ô lo  es n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  de un oodôn i n i c i a ­
d o r ,  s in o  que e x i s t e  ademâs una e s p e c i f i c i d a d  e n t r e  l a  e s ­
t r u c t u r a  de l a  zona de ml^NA en e l  que é s t e  e s t â  i n c l u i d o ,  
l a  subunidad  308 y e l  f a c t o r  de i n i c i a c i ô n  F^ (Lod ish ,
1 9 7 0 ; 8 z e r  y Brenov/itz ,  1970; Revel y c o l . ,  1970; Dube y 
Rudland,  1970; Klem, Hsu y Weiss,  1970) .
Una vez unido  FMet-tRNA^ a l  complejo ribosoma-mRNA 
t i e iÊ  l u g a r  l a  e n t r a d a  de aa-tRNA c o d i f i c a d a  p o r  e l  t r i p l e -
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t e  adyacen te  a l  codôn i n i c i a d o r ,  A c o n t in u a c iô n  se  produce 
l a  fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  c a t a l i z a d a  por  e l  enzima 
r ibosôm ico  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  e n t r e  e l  NH2 en d e l  nuevo 
aa-tRNA y e l  grupo c a r b o x i lo  de m e t io n in a  de FMet-tRNA^, 
de modo que e l  d ip é p t id o  formado queda un ido  a l  r ibosom a 
p o r  e l  tRNA que e n t r ô  en u l t im o  l u g a r .  Seguidamente en un 
p ro ce s o  cuyo mecanismo t o d a v i a  no es conocido  e l  mRNA se 
d e s p la z a  con r e s p e c t o  a l  r ibosom a en l a  d i r e c c i ô n  3 ’ -  3 ’ 
se  produce l a  s a l i d a  de tRNA^ y median te  e l  su c e s iv o  ap o r te  
de am in o ac i l  tRNAs, de f a c t o r e s  de e lo n g a c iô n  y GTP, po r  una 
s e r i e  p e r i ô d i c a  de et a p as aûn no e s c l a r e c i d a s . Se produce 
e l  c r e c im ie n to  de l a  cadena p e p t i d i c a  con e x p u l s iô n  d e l  r i ­
bosoma de l o s  tRNA d e s a c i l a d o s  y d e sp lazam ie n to  de l o s  r i ­
bosomas a lo  l a r g o  de l  mRNA h a s t a  e n c o n t r a r  un codôn de 
t e rm in a c iô n .
E x i s t e n  d iv e r s e s  modèles que i n t e n t a n  d a r  c u e n ta  de 
l a  o r g a n iz a c i ô n  d e l  r ibosoma en l a  s u c e s iô n  de e s t o s  h e -  
c h o s . Segûn e l  modelo 11amado de " t r a s l o c a c i ô n " , l a  forma­
c i ô n  d e . e n l a c e  p e p t i d i c o  impl i e a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de pép-  
t i d o  en c r e c im ie n to  desde e l  tRNA unido  a un s i t i o  dona- 
dor  ( s i t i o  P d e l  r ibosoma) a un aa-tRNA, l o c a l i z a d o  en un 
s i t i o  a c e p to r  (A) ,  s iendo  n e c e s a r i o  p a r a  que se p roduzca  
un nuevo c i c l o  de fo rm aciôn  de e n la c e  p e p t i d i c o  que p e p t i -
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dil- tRNA se  " t r a s l o q u e "  desde e l  s i t i o  a c e p to r  a l  s i t i o  
donador .  E s te  movimiento d e l  p e p t id i l - tR N A  e s t a r i a  a c o p la  
do con e l  d e l  m ensa je ro  a t r a v é s  de l a  subunidad  308, qu£ 
dando l i b r e  de nuevo e l  s i t i o  a c e p to r  y d i s p u e s t o  e l  co­
don en p o s i c i ô n  p a r a  l a  e s p e c i f i c a c i ô n  d e l  s i g u i e n t e  tRNA,
Dentro de e s t e  modelo g e n e ra l  B r e t s c h e r  (1968) y 
S p i r i n  (1969) ,  i n t e n t a n  e x p l i c a r  cômo t i e n e  l u g a r  e l  movi= 
miento  d e l  r ibosoma con r e s p e c t o  a l  mRNA, Segûn B r e t s c h e r ,  
suponiendo l a  e x i s t e n c i a  de dos s i t i o s  a s im é t r i c o s  de f i ­
j a c i ô n  a l  r ibosom a de aa-tRNA y de p e p t id i l - tR N A  t a n t o  en 
l a  subun idad  30S como en l a  30S, l a  t r a s l o c a c i ô n  su c e d e -  
r i a  en dos p a s o s .  Antes de l a  t r a s l o c a c i ô n  c o i n c i d i r i a n  
l o s  s i t i o s  P y A de l a s  subun idades  y d u ra n te  l a  misma h a -  
b r î a  d e sp lazam ien to  r e l a t i v o  de una subun idad  r e s p e c t o  a 
l a  o t r a ,  formândose una e s t r u c t u r a  i n t e r m e d ia  h i b r i d a  en 
l a  que c o i n c i d i r î a  s i t i o  A de 30S con s i t i o  P en 30S. E s te  
modelo t e n d r i a  l a  v e n t a j a  de que e l  d e sp laz a m ie n to  de mRNA 
y p e p t id i l - tR N A  q u e d a r l a  f a c i l i t a d o  porque p a r t e  de e s t a  
u l t i m a  m o lécu la  a l  no d e s p l a z a r s e  r e s p e c t o  de l a  subun idad  
30s  a c t u a r i a  de a n c l a j e  en l a  misma en su movimiento s o ­
b re  l a  subun idad  3OS, :
P a r a  S p i r i n  e l  desp lazam ien to  d e l  m ensa je ro ,  r i b o s o d  
ma y tRI^A t e n d r i a  l u g a r  po r  un mecanismo p e r i ô d i c o  de con-
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t a c t o  y s e p a r a t i o n  p a r t i a l  de l a s  p a r t i c u l e s  d e l  r ibosom a 
d ep e n d ie n te  de l a  e n e r g i a  p r e s t a d a  a l  s i s t e m a  p o r  e l  GTP, 
Supone que l o s  s i t i o s  de f i j a c i ô n  de aa-tRNA y p e p t i d i l -  
tRNA e s t â n  l o c a l i z a d o s  en l a  s u p e r f i c i e  de c o n t a c t e  de l a  
subun idad  50 y 30S r e s p e c t i v a m e n t e , de modo que l a  a f i n i 4  
dad d e l  p r im e r  s u s t r a t o  es mayor p a r a  508 y l a  de p e p t i d i l -  
tRNA mayor p a r a  308, y que mRNA se s i t u a  en l a  s u p e r f i c i e  
de c o n t a c t e  de l a  subunidad  508. Una vez f i j a d e s  lo s  s u s ­
t r a t o s ,  l a s  dos subunidades  e s t a r i a n  en e s t r e c b o  c o n t a c t e  
con lo  c u a l  i n t e r a c c i o n a r l a n  a q u e l lo s  p ro d u c ié n d o se  l a  
fo rm ac iôn  en 308 d e l  en lace  p e p t i d i c o .  E n te n te s  e l^R N A  
l o c a l i z a d o  en e l  s i t i o  de p e p t id i l - tR N A  q u e d a r i a  desâe:^-
l a d o ,  p e ro  con muy r e d u c id a  a f i n i d a d  p o r  d icho  s i t i o ; " ’^ b r
/;
o t r a  p a r t e  e l  tRNA f i j a d o  a l  s i t i o  de aa-tRNA o c u p a r i a  su  
s i t i o  en 508, p e ro  ahora  a l  s e r  p o r t a d o r  de una cadena 
p e p t i d i c a  h a b r i a  a d q u i r id o  mayor a f i n i d a d  po r  . e l  s i t i o  de 
f i j a c i ô n  de p e p t id i l - tR N A  a 308. En e s t a s  c o n d ic io n e s  po r  
i n t e r v e n c i ô n  de GTP se  s e p a r a r i a n  l a s  p a r t i c u l a s  con lo  
que e l  tRNA d e s a c i l a d o  s a l d r i a  d e l  r ibosoma y e l  r e s i d u e  
p e p t i d i c o  d e l  nuevo p e p t id i l - tR N A  s e p a r a r i a  d e l  508 e l  
r e s t e  d e l  tRNA, pasando a ocupar  e l  s i t i o  de p e p t i d i l -  
tRNA en 308, a r r a s t r a n d o  a l  t r i p l e t e  de mRNA, a s o c iad o  
con é l ,  p roduc iendo  pues e l  d e sp lazam ie n to  de aque l  con 
r e s p e c t o  a l a  subunidad  508.
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Como v a r i a n t e s  de l  modelo g e n e ra l  de t r a s l o c a c i ô n  
mencionaremos lo s  que p o s t u l a n  t r e s ; (N o l l ,  1966; Gulp, 
Keehan y H a rd es ty ,  1969),  o mas s i t i o s  (Sv;an y c o l .  ,1969) 
de f i j a c i ô n  de aminoacil-tRNA a l  r ibosom a c o d i f i c a d o s  p o r  
e l  m ensa je ro .  Por  o t r a  p a r t e  en un t r a b a j o  r e c i e n t e  Roufa, 
Skogerson y Leder (1970) m uestran  l a  e x i s t e n c i a  de l a  f i ­
j a c i ô n  c o d i f i c a d a  de s ô lo  dos tRNA a n te s  d e l  p ro ceso  de 
t r a s l o c a c i ô n ,  lo  que e s t a  a f a v o r  d e l  modelo de t r a s l o c a ­
c iô n .  El punto  fundamental  de é s t e ,  p resupone que cada  
uno de l o s  dos s i t i o s ,  a c e p to r  y donador ,  t i e n e n  una fun-r 
c iô n  û n ic a ,  hac iendo  a l  r ibosoma a s i m é t r i c o  en su ac c iô n .  
En c o n t r a p o s i c i ô n ,  se ban formulado modèles que se basan  
en l a  s i m e t r i a  de lo s  s i t i o s  de f i j a c i ô n  de aa-tRNA a l  r i ­
bosoma. Asi p a r a  Woese (1968) ,  h a b r l a n  dos s i t i o s  en e l  
r ibosom a func iona lm en te  é q u i v a l e n t e s ,  es d e c i r ,  p o d r l a n  
a c t u a r  como p e p t i d i l  donadores o como am inoac i l  a c e p t o r e s .  
La ca p ac id ad  a c e p to r a  o donadora v e n d r l a  co n d ic io n a d a  po r  
cambios c o n f i g u r a c i o n a l e s  d e l  a sa  de tRNA que p o r t a  e l  an- 
t i c o d ô n  como co n secu e n c ia  de l a  a c e p ta c iô n  po r  aque l  de 
l a  cadena p e p t i d i c a .  En e s t e  cambio no h a b r i a  un movimien­
t o  d e l  tRNA con r e s p e c t o  a l  r ibosom a,  t r a s l o c a c i ô n ,  s in o  
d e l  codôn y su a n t i c o d ô n ,  p roduc iéndose  en e s t e  movimien­
t o  l a  s a l i d a  de tRNA de ac i l  ado , d i sp o n ien d o  a l  mRI'TA en po­
s i c i ô n  de a c e p t a r  l a  c o n f ig u r a c iô n  de un aminoacil- tRNA,
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Aunque to d a v i a  e s t â  s i n  c o n f i rm a r  e l  modelo de t r a s ­
l o c a c i ô n ,  es e l  que mayor numéro de p ru eb as  e x p é r im e n ta le s  
ha  r e u n id o  a su  f a v o r ,  s ie n d o  e l  mâs comunmente a c ep tad o ;  
a  é l  nos r e fe r i ra o s  en l a  d e s c r i p c i ô n  e f e c t u a d a  a c o n t in u a -
c io n  sobre  e l  p ro c e so  de c r e c im ie n to  de l a  cadena p e p t i d i ­
c a .
Acabada l a  f a s e  de i n i c i a c i ô n ,  en e l  complejo  forma­
do, FMet-tRNA queda unido  a l  s i t i o  P d e l  r ibosom a y a con­
t i n u a c i ô n  como p r im er  paso en e l  p ro c e s o  de e lo n g a c iô n  
t i e n e  l u g a r  l a  f i j a c i ô n  en e l  s i t i o  A d e l  aminoacil-tRNA 
c o d i f i c a d o  po r  e l  t r i p l e t e  adyacen te  a l  i n i c i a d o r .  En d i -  
cha f i j a c i ô n  i n t e r v i e n e n  GTP y una s e r i e  de f a c t o r e s  p r o ­
t e i c o s  a i s l a d o s  de l a  f r a c c i ô n  no se d im e n tab le  de l a  ob­
t e n c i ô n  de r ibosomas y a l o s  que se  denomina f a c t o r e s  T^ 
y  T^. La f i j a c i ô n  de aa-tRNA t i e n e  l u g a r  a t r a v é s  de l a  
fo rm aciôn  de un complejo T^-GTP-aa-tRNA, complejo I I  (Lu- 
c a s -L e n a rd ,  H a e n n i , (1968);  S k o u l t c h i  y c o l . (1968);  Sho- 
r e y  y c o l . (1 9 6 9 ) ,  que se  une a l  r ibosom a con d e s p r e n d i -  
miento  d e l  complejo T-^  -  GDP y de una m o lécu la  de f ô s f o -  
r o  i n o rg â n ic o  p o r  cada aminoacil-tRNA unido  a l  r ibosom a 
(Ono y c o l . ,  1969) ,  Los pasos  in te rm e d io s  p a r a  l a  forma-*- 
c i ô n  d e l  complejo I I  t o d a v i a  no han  s id o  e s c l a r e c i d o s , 
es  p o s i b l e  t e n g a  l u g a r  a t r a v é s  de l a  form aciôn  de un corn-
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p i e j o  in te rm e d io  formado p o r  d esp laz a m ie n to s  de
GDP d e l  complejo GDP-T^ p o r  a c c iô n  d e l  f a c t o r  ( M i l l e r  
y  V/eissbach., 1970) ,  ya  que d ichos  com plejos  han podido 
s e r  a i s l a d o s  i n  v i t r o  ( E r t e l ,  R e d f i e l d ,  V/eissbach, 1968).
T . ademâs p a r e c e  a c t u a r  sobre  e l  complejo  T -GDP en p r e ­
s e n c i a  de GTP y aminoacil-tRNA, promoviendo l a  r e g e n e r a -  
c i ô n  del  complejo I I .
Por  o t r a  p a r t e  se sabe que p a r a  l a  fo rm ac iôn  d e l  
complejo I I  es n e c e s a r i o  que e l  grupo ad e n o s in a  t e r m i n a l  
5 ’ d e l  tRNA. e s t é  i n t e g r o  y que se en c u e n t r e  ca rgado  con 
un aminoâcido cuyo NH2 en oC e s t é  l i b r e ,  no s iendo  a c e p ta ­
do Met-tRNA f o r m i l a b l e  (Ono y c o l . ,  1968) .  E s te  u l t im o  
hecho hace p e n s a r  que se a  e l  r e co n o c im ie n to  de Met tRNA^ 
p o r  T.  ^ e l  mecanismo po r  e l  c u a l  no a c t u a  d ic h a  m olécu la  
como donadora  de m e t io n in a  en e l  i n t e r i o r  de l a  cadena 
p e p t i d i c a .
P r e v i a  form aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  y a n te s  de p r o ­
duc i r  se h i d r ô l i s i s  de GTP se p o s t u l a  l a  e x i s t e n c i a  d e l  corn 
p i e j o  peptidil-tRNA-ribosoma-aatRNA-mRNA a l  que e s t â  un ido  
GTP y T^ ( S k o u l t c h i  y c o l . ,  1970).  Aunque t a l  complejo no 
h a  pod ido  s e r  a i s l a d o ,  s i  l o  ha  s id o  e l  formado e n t r e  
AcPhe-tRNA-ribosoma-Phe-tRNA en p r e s e n c i a  de GLÎPPCP en l u ­
g a r  de GTP (Ono y c o l . ,  1969) .  E l complejo  a s i  formado ha­
ce im p o s ib le  l a  p ro d u cc iô n  de e n la ce  p e p t i d i c o  e n t r e
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AcPhetRNA y  PhetRNA (Haenni y L ucas-L enard ,  1968) ,  l o  que 
p a r e c e  i n d i c a r  que l a  h i d r ô l i s i s  de GTP es n e c e s a r i a  p a r a  
l a  f i j a c i ô n  c o r r e c t a  de aminoacil- tRNA en e l  l u g a r  acep­
t o r  d e l  r ibosom a.
Después de l a  un ion  de aa-tRNA e l  complejo PMet-tRNA 
ribosoma-mRNA en e l  p r im er  c i c l o  de e lo n g a c iô n  o a p e p t i -  
diltRNA-ribosoma-mRNA en lo s  c i c l o s  p o s t e r i o r e s ,  e l  s i g u i e n  
t e  p r o c e s o ,  es e l  de l a  fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  cu­
yo e s ta d o  a c t u a l  de conocim iento  s e r a  p o s t e r i o r m e n te  d e s -  
c r i t o  p o r  s e r  su  e s tu d io  o b je to  de n u e s t r o  t r a b a j o .
A c o n t in u a c iô n  de l a  fo rm aciôn  de en lac e  p e p t i d i c o  
e l  nuevo p ep t id i l - tR N A  ô e l  FMet-tRNA se l o c a l i z e  en e l  s i ­
t i o  a c e p to r  d e l  r ibosom a y mediante  l a  c o l a b o r a c i ô n  d e l  
GTP y un f a c t o r  de l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  d e l  e x t r a c t o  c e l u ­
l a r ,  f a c t o r  G, se  produce  e l  paso d e l  nuevo p ep t id i l - tR N A  
a l  s i t i o  donador d e l  r ibosoma y l a  s a l i d a  d e l  tRNA d e s a c i -  
l a d o ,  quedando l i b r e  de nuevo e l  l u g a r  a c e p t o r ,  a l a  vez 
que e l  r ibosom a se d e s p la z a  con r e s p e c t o  a l  m ensa je ro .  El 
r e q u e r im ie n to  de G y GTP p a r a  e s t a s  r e a c c io n e s  se  d e s p re n -  
de de su  n e c e s id a d  p a r a  l a  fo rm aciôn  de dos e n la c e s  p e p t i -  
d ic o s  p a r a  dar  un t r i p é p t i d o  (Haenni y Lucas-L enard ,  1968),  
a s i  como p a r a  s i t u a r  en p o s i c i ô n  r e a c c i o n a b l e  con puromi­
c i n a  a FMet-Phe-tRNA formado sobre  e l  r ibosom a en su ausen 
c i a  (Erbe y L ed e r ,  1968) .  Del mismo modo e l  bloqueo de l a
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s e c c i ô n  d e l  f a c t o r  G, b i e n  p o r  s u  a n t i s u e r o  (L eder ,  Skoger­
son j  Rouja ,  1969) o po r  e l  âc ido  f u s i d i c o  (Tanaka, K inos-  
h i t a  y Kuvano, 1968) ,  impide l a  fo rm ac iôn  de cadena p e p t i ­
d i c a ,  R espec to  a l  mecanismo p o r  e l  c u a l  se  p ro d u c e r  e s to s  
hechos ,  como ya  se ha i n d ic a d o ,  no e s t â  t o d a v i a  e l u c id a d o .  
Se sabe que es n e c e s a r i a  l a  h i d r ô l i s i s  de GTP, ya  que su  
anâlogo e s t r u c t u r a l  no h i d r o l i z a b l e  GMPPCP no puede s u s t i -  
t u i r l e  en e s t a  f u n c iô n  (Hershey y  Monro, 1966) .  Por  o t r a  
p a r t e  se  conoce que G i n t e r a c c i o n a  d i r e c ta m e n te  con r i b o ­
somas ya  que se a i s l ô  e l  complejo G-30S -  GDP (Bodley y 
L i l l i a n ,  1970) .
En cuan to  a l a  s a l i d a  d e l  r ibosom a de l  tRNA d e a c i l a -  
do d e l  s i t i o  donador se sabe  n e c e s i t a  d e l  f a c t o r  G y de l a  
h i d r ô l i s i s  de/.GTP; é s to  y e l  que no se  p ro d u zca  su  e x p u l ­
s i ô n  en r e a c c i ô n  d e l  complejo  Ac-Phe-tRNA-ribosoma con pu­
ro m ic in a  i n d i c a  que e s t a  s a l i d a  t i e n e  l u g a r  d u ran te  e l  
proceso '  de t r a s l a c i ô n  (L ucas-L enard ,  Haenni,  196.9).
El c r e c im ie n to  de l a  cadena p e p t i d i c a  p r o s ig u e  po r  
r e p e t i c i ô n  de l a  s e c u e n c ia  de lo s  fenômenos d e s c r i t o s  h a s ­
t a  que e l  r ibosom a a l c a n z a  una s e h a l  de t e rm in a c iô n  sobre  
e l  mRNA, en cuyo momento se  produce l a  h i d r ô l i s i s  d e l  e s ­
t e r  que une a l a  cadena con e l  tRNA, con lo  que queda aqu£ 
l i a  en l i b e r t a d .
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Los t r i p l e t e s  UAA, UAG y UGA se saben  no c o d i f i c a n  
n ingûn  aminoâcido y pueden a c t u a r  como s e h a l e s  de t e r m i ­
n a c iô n  en E. C o l i ; s é r i a  n e c e s a r i o  s i n  embargo l a  se cu en -  
c i a c i ô n  de m ensa je ros  n a t u r a l e s  p a r a  poder  e s t a b l e c e r  de-  
f i n i t i v a m e n t e  l a  composiciôn  com plé ta  de e s t a s  s e h a l e s  
(N ic h o l s ,  1 9 7 0 ) .  En e l  p ro ceso  de t e rm in a c iô n  i n t e r v i e n e n  
l o s  f a c t o r e s  p r o t e i c o s  de l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  de e s t r a c -  
t o s  c e l u l a r e s  R^, Rg y 8.  Que l a  h i d r ô l i s i s  de p e p t i d i l -  
tRNA d epend ia  de lo s  f a c t o r e s  R^ y R2 fué primeram ente  
dem ostrada  p o r  ensayos en lo s  que u t i l i z a n d o  un RNA de un 
mutante ambas d e l  b a c t e r i ô f a g o  R17 con un codôn de t e r m i ­
n a c iô n  en l a  sé p t im a  p o s i c i ô n ,  en p r e s e n c i a  de l o s  c o r r e s -  
p o n d ie n te s  s e i s  p r im eros  aatRNA c o d i f i c a d o s  p o r  d i c h a  RNA, 
l a  l i b e r a c i ô n  d e l  hex ap ép t id o  p ro d u c id o  en c o n d ic io n e s  de 
s i n t e s i s  s ô lo  t é n i a  l u g a r  s i  e s t a b a  p r e s e n t s  una f r a c c i ô n  
p r o t e i c a , a  l a  que se l lamô R (Cappech i ,  1967).
P o s t e r i o r m e n t e ,  u t i l i z a n d o  un s i s t e m a  de ensayo mâs 
s i m p l i f i c a d o  c o n s i s t a n t e  en i n v e s t i g a r  l a  s a l i d a  de f o r m i l ­
m e t io n in a  d e l  complejo PMet-tRNA-ribosoma-rAUG, se p u d ie ro n  
c o n f i rm a r  l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  y ademâs f r a c c i o n a r  
R en dos f a c t o r e s  a c t i v e s ,  de modo que l a  l i b e r a c i ô n  de • 
f o r m i lm e t io n in a  t é n i a  l u g a r  en p r e s e n c i a  de cada  uno de
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l o s  t r e s  codones s i n  s e n t i d o  y que en r e s p u e s t a  a UAA y 
UAG e r a  e l  f a c t o r  ^1 que c a t a l i z a b a  d ic h a  r e a c c i ô n ,  
s i é n d o lo  ^n r e s p u e s t a  a UAA y UGA (S c o ln ic k  y c o l . ,
1 9 6 8 ) .  E ec ien tem en te  se ha r a t i f i c a d o  l a  v a l i d e z  de e s ­
t o s  hechos en c o n d ic io n e s  de t e rm in a c iô n  norm al,  u t i l i ­
zando mRNA v i r a l  y sue ro  a n t i  y a n t i  R2 (Cappechi y 
K le in ,  1970) .
El f a c t o r  S aunque p o r  s i  s ô lo  no t i e n e  a c c iô n  t e r -  
m inadora ,  e s t im u l a  l a  s a l i d a  d e l  p e p t i d e ,  t a n t o  en p r e ­
s e n c i a  d e l  f a c t o r  R^ como d e l  R2 , s ie n d o  p o s i b l e  que su  
manera de a c t u a r  s e a  l a  de f a c i l i t e r  l a  f i j a c i ô n  d e l  f a c ­
t o r  R a l  codôn de t e rm in a c iô n  (Caskey y c o l . ,  1969) .
El mecanismo de h i d r ô l i s i s  p o r  e l  c u a l  se l i b e r a  l a  
cadena p e p t i d i c a  es t o d a v i a  desconoc ido .  El hecho de que 
e l  p ep t id i l - tR N A  en e l  momento de t e rm in a c iô n  ocupe e l  
l u g a r  donador d e l  r ibosom a (Cappechi y K le in ,  1970; Cas­
key y c o l . , 1 9 7 0 ) ,  que l a  r e a c c i ô n  s e a  i n h i b i d a  p o r  a n t i ­
b i ô t i c o s  que b loquean  e l  enzima p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  y que 
l a  i n a o t i v a c i ô n  se g u id a  de r e a c t i v a c i ô n  de d icho  enzima 
s e a  p a r a l e l a  a l a  r e a c c i ô n  de t e rm in a c iô n  (V oge l , Tamir y 
E lso n ,  1 9 6 9 ) ,  hace p e n s a r  en su i n t e r v e n c i ô n  en e s t e  p ro ­
ceso  de t e rm in a c iô n .  Por o t r a  p a r t e ,  l o s  t r a b a j o s  de 
S c o ln ic k  y  c o l .  (1970) y F a ln e s to c k  y c o l .  (1970) ,  mues­
t r a n  que p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  c a t a l i z a  no s ô lo  fo rm ac iôn
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de e n la c e  p e p t i d i c o ,  s in o  de e n la ce  e s t e r ,  ^eg û n  é s t o ,  s i  
e l  enzima f u e r a  n e c e s a r i o  p a r a  c a t a l i z a r  e l  desp rend im ien  
t o  de l a  cadena p e p t i d i c a ,  p o d r i a  su p o n e rse  que e l  grupo 
a c e p to r  de e s t a  s é r i a  e l  grupo h id rô x id o  d e l  agua.
Terminada l a  s i n t e s i s  de l a  p r o t e i n a ,  e l  tRNA f i j a -  
do a l  r ibosom a p a re c e  d e s p re n d e rse  p o r  un f a c t o r  d i s t i n t o  
a l  que produce  l a  s a l i d a  de d ic h as  m olécu las  d u ra n te  l a  
e lo n g a c iô n  ( K a j i ,  I g a r a s h i  y I s h i t s u k a ,  1969) ,  abandonan- 
do e l  m ensa je ro  l o s  r ibosomas en forma de subun idades  o 
como 70s .  Cual de e s t a s  dos a l t e r n a t i v e s  es  l a  v e rd a d e ra ,  
e s t a  t o d a v i a  en l i t i g i o ;  p a r a  unos a u t o r e s  (K oh le r ,  Ron y 
D a v i s , 1 9 6 8 ) ;  Subramanian y D a v is , 1970) lo  h a r i a n  en f o r  
ma de 70S, que m ediante  un f a c t o r  de d i s o c i a c i ô n  r e c i e n t e -  
mente i d e n t i f i c a d o  como de i n i c i a c i o n ,  se  d i s o c i a r i a n  
en 90s  y 90S, m ie n t r a s  que p a r a  o t r o s  ( M a r g i a r p t t i  y Schle- 
s s i n g e r ,  1966; Nomura, 1970) ,  se f o rm a r ia n  l a s  subunidades  
d i r e c t a m e n te  d e l  po l i som a .
Como d i j i m o s , n u e s t r o  t r a b a j o  e s t a  en r e l a c i ô n  con l a  
e t a p a  de fo rm ac iôn  de en lac e  p e p t i d i c o  y e s p ec ia lm e n te  con 
l a  f i j a c i p n  de lo s  s u s t r a t o s  e n t r e  l o s  que t i e n e  l u g a r .  Pa­
r a  e l  e s t u d i o  de t r a n s f e r e n c i a  de p e p t i d i c o s  d e s a co p lad a  
d e l  r e s t o  de l o s  p ro ce s o s  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  se 
n e c e s i t a b a  un s u s t r a t o  que a c e p t a r a  l a  cadena p e p t i d i c a  y
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que f u e r a  incapaz  de p r o s e g u i r  l a  p o l i m e r i z a c i ô n .  E l a n t i -  
b i ô t i c o  in î i i b id o r  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  p u ro m ic in a ,  de-  
be su  a c c io n  a com pe t i r  con e l  aminoacil tRNA,segûn se  dedu­
ce de l o s  s i g u i e n t e s  hechos:  1, l a  a n a lo g ia  e s t r u c t u r a l  en 
t r e  e l  mismo y e l  extreme a m in o a c i l - a d e n o c in a  de aa-tRNA 
(Yarmolinsky y de l a  Haba, 1999);  2 ,  l a  l i b e r a c i ô n  po r  pu­
ro m ic in a  de p r o t e i n a s  n a c i e n t e s  (M orr is  y Schwet, 1961) ,  y de 
d e l  tRNA ( G i l b e r t ,  1969 de lo s  ribosomas); 9,  1& u n io n  de pu­
ro m ic in a  a l o s  p é p t id o s  l i b e r a d o s  p o r  e l l a  (A l le n  y Zamec- 
n i k ,  1962);  4 ,  que i n  v ivo  l a  r e a c c i ô n  de pu rom ic ina  con l a s  
p r o t e i n a s ,  en c r e c im ie n to  se  l l e v a  a cabo p o r  e l  extreme 
c a r b o x i l i c o  t e r m i n a l  de e s t e s  y e l  grupo NH  ^ de p u ro m ic in a ,  
s ien d o  e s t e  en la ce  s e n s i b l e  a enzimas p r o t e o l i t i c o s  (Nathans
1964) .  Asi p u e s ,  debido a que pu ro m ic in a  es un anâlogo de 
l a  p a r t e  de l a  m olécu la  de aminocil-tRNÀ que p a r t i c i p a  en 
l a  t r a n s f e r e n c i a  p e p t i d i c a ,  c a re c ie n d o  de l a s  zonas de e s ­
t a  m o lécu la  que i n t e r a c c i o n a n  con e l  m ensa je ro  y e l  r e s t o  
d e l  r ibosom a y que su  p ro d u c t s  de r e a c c i ô n  se l i b e r a  d e l  
r ibosom a im pid iendo  p o s t e r i o r  p o l i m e r i z a c i ô n ,  hacen  a e s t e  
a n t i b i ô t i c o  adecuado p a r a  e l  p r o p ô s i t o  a n t e r i o r .
Empleando l a  r e a c c i ô n  con p u ro m ic in a  como un s i s t e m a  
modelo p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  fo rm aciôn  de e n lace  p e p t i d i c o  y 
u t i l i z a n d o  r ibosomas 70S p o r t a d o r e s  de p é p t id o s  s i n t e t i z a -  
dos po r  l o s  mismos o b ie n  sus  subun idades  90S a i s l a d a s  de 
é s t o s  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a b a j a  c o n c e n t r a c iô n  de Eg’^ ’^
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(T ra n t  y Monro, 1964) y Haden, T ra n t  y Monro (1968) demues- 
t r a n  que l a  fo rm aciôn  de p e p t i d i l - p u r o m i c i n a  es indepen -  
d i e n t e  de GTP y f a c t u r e s  de l a  f r a c c i ô n  s o lu b l e  de l a  c e -  
l u l a ,  e s tan d o  l o c a l i z a d a  en l a  subun idad  90S.
E s t a  r e a c c i ô n  es de t i p o  en z im â t ic o  como i n d i c a :
a)  l a  a l t a  e s p e c i f i c i d a d  h a c i a  e l  s u s t r a t o ,  a s i  l o s  a n â lo -  
gos de p u rom ic ina  con D - f e n i l a l a n i n a  en vez de L - f e n i l a l a -  
n i n a ,  como lo s  que t i e n e n  e l  r e s t o  de aminoâcido un ido  en 
2 ’ ô 9 ’ en vez de $ ’ a l  am inonucleôsido  no son a c t i v o s ;
b)  l a  d ependenc ia  de e s t a  r e a c c i ô n  de r ibosomas no desn a -  
t u r a l i z a d o s ;  c)  e l  comportamiento c i n é t i c o  de e s t a  r e a c ­
c iô n  que re sp o n d s  a l  p o s tu la d o  de M ichae l is -M en ten  (Gold­
b e rg  y M i t s u g i ,  196?b, P e s tk a ,  1970; y Fernandez-Munoz, 
T e s i s  d o c t o r a l )  y d) l a  a l t a  e s p e c i f i c i d a d  h a c i a  lo s  iones  
y  pïï empleados (Maden, Monro, 1968) .
Que e l  enzima r e s p o n s a b le  de e s t a  r e a c c i ô n  a l  que se 
denominô p e p t i d i d i l t r a n s f e r a s a , es  p a r t e  c o n s t i t u y e n t e  de 
l a  subun idad  90S lo  conf i rm a  e l  que s u c e s iv o s  lavados  de 
l o s  r ibosom as en co n d ic io n e s  i ô n i c a s  de e l im in a c iô n  de 
p r o t e i n a s  de l a  f r a c c i ô n  s o lu b l e  no d ism inuya  l a  a c t i v i -  
dad de a q u e l l o s ,  a s i  como e l  que b lo q u e a n te s  de grupos 
s u l f h i d r i l o  que i n a c t i v a n  lo s  enzimas de d i c h a  f r a c c i ô n
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-tampoco l e  a f e c t a n .
E s t e s  hechos son co r ro h o ra d o s  p o r  R y ch l ik  (1965) en 
un s i s t e m a  d i f e r e n t e .  E s te  a u to r  reune p o l i l i s i l - t R N A  a 
r ibosom as lavados  a a l t a  c o n c e n t r a c iô n  de s a l e s  en p r e s e n -  
c i a  de p o l i  A y m ues tra  que e l  complejo formado r e a c c io n a  
igua lm en te  con pu rom ic ina  en a u s e n c i a  de f a c t o r e s  s o l u b l e s  
y GTP.
S is tem a  de r e a c c i ô n  con p u ro m ic in a  anâlogo a lo s  an-  
t e r i o r e s  p e ro  de mas f a c i l  c a r a c t e r i z a c i ô n  es e l  que em- 
p l e a  como s u s t r a t o  donador PMet-tRNA, i n i c i a d o r  n a t u r a l  
de l a  cadena p e p t i d i c a ,  un ido  a r ibosomas en p r e s e n c i a  de 
AUG ( B r e t s c h e r  y Marcker,  1966; Zamir,  Leder  y E lso n ,  1966).  
O tros  aa-tRNA bloqueados en su NHg t e r m i n a l  se  ha  v i s t o  
tam bién  a c tu a n  como i n i c i a d o r e s  de p r o t e i n a s  (Lucas-Lenard  • 
y Lipman, 1967J y I g a r a s h i ,  1970),  a c o n c e n t r a c io n e s  de 
Mg^^ f i s i o l ô g i c a s ,  s iendo  a su vez s u s t r a t o s  r e a c c i o n a b l e s  
con p u ro m ic in a .  Asi gene ra lm ente  empleado es N - a c e t i l - a m i  
n o a c i l  tRNA in t r o d u c id o  po r  l a  o b s e rv a c iô n  hecha p o r  Haenni 
y C h a p e v i l l e  (1967) de que A c e t i l - f e n i l a l a n i l - t R N A  se i n -  
co rp o ra b a  en e l  extreme NH  ^ t e rm i n a l  de p o l i f e n i l a l a m i n a  
s i n t e t i z a d a  en p r e s e n c i a  de p o l iU  a a l t a  c o n c e n t r a c iô n  de 
Mg^^. Igua lm ente  se comporta como e l  i n i c i a d o r  n a t u r a l  
PMet-tRNA, en cuan to  r e q u i e r e  f a c t o r e s  de i n i c i a c i ô n  p a r a
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e s t a  f u n c iô n  en c o n c e n t r a c iô n  de f i s i o l ô g i c a s  (Lu­
c a s ,  Lenard  y Lipmann, 1967) .  Su comportamiento  es a n â lo ­
go a l  de peptidil-tRÎ'TA en su  r e a c t i v i d a d  con p u ro m ic in a  
como o b se rv a ro n  Gottesman (1967) y Cernâ y c o l .  (1969) ,  
e n t r e  o t r o s  a u t o r e s ,  aunque su  c i n é t i c a  de r e a c c i ô n  es 
mâs l e n t a  que l a  de p ep t id i l - tR N A  de t r è s  o mâs am inoâc i-  
dos ,  y mâs r â p i d a  que l a  de d i p é p t i d o s ,  m ie n t r a s  que 
aminoacil-tRNA no r e a c c i o n a  o lo  hace muy le n tam en te  (P a h e t ,  
Broot  y L a p id o t ,  1970).  E s to s  hechos s u g i e r e n  que es nece­
s a r i o  que no e x i s t a  e l  grupo l i b r e  y a s i  p r o t o n a b l e ,  
en l a  p rox im idad  d e l  en lace  e s t e r  d e l  tRNA con e l  amino­
âc ido  unido  a é l  p a r a  que l a  m olécu la  se  comporte como s u s ­
t r a t o  donador de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
Que l a  r e a c c i ô n  de p u rom ic ina  t i e n e  l u g a r  p o r  e l  mis­
mo enzima que l a  form aciôn  de e n lace  p e p t i d i c o  en l a  s i n t £  
s i s  de p r o t e i n a s  se forma p o r :  1 ,  l a  misma e s p e c i f i c i d a d  
de sus  s u s t r a t o s  a n te s  i n d ic a d a ;  2 ,  l a  i n h i b i c i ô n  p a r a l e l a  
de ambas p o r  una s e r i e  de a n t i b i ô t i c o s ; 3, l o s  mismos r e -  
q u e r im ie n to s  iô n ic o s  y no dependenc ia  de GTP y f a c t o r e s  de 
f r a c c i ô n  s o l u b l e  (Gottesman, 1970).
Aunque l a  r e a c c i ô n  de pu ro m ic in a  r e q u i e r e  r ibosomas 
70S y mRNA ( H i l l e  y c o l . ,  1967; B r e t s c h e r  y Marcher,  1966) 
y v i s t o  que e l  c e n t r e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  e s t â  l o c a l i z a d o  
en l a  sobunidad  90S no h a b ia  razô n  p a r a  que e s t a s  subun ida ­
des no f u e r a n  capaces  de c a t a l i z a r l a .  A s i ,  Monro, c e r n â  y 
Marcher (1968) ,  u t i l i z a n d o  35 % ( v /v )  de m e tano l ,  o b tu v ie .
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r o n  r e a c c i ô n  de FMet-tRNA con p u ro m ic in a  en p r e s e n c i a  û n i -  
camente de subun idades  90S. En e s t a s  c o n d i c io n e s ,  no s ô lo  
es c a t a l i z a d a  l a  r e a c c i ô n  de PMet-tRNA con pu rom ic ina  s i ­
no con aa-tRNA p a r a  d a r  FMet-aa-tRNA (Monro, 1969) . ■ FI nie- 
t a n o l  no es e x c lu s iv e  en l a  p ro d u c c iô n  de e s t e  e f e c t o ,  
o t r o s  compuestos o rg a n i s e s  de cadena c o r t a  s o l u b l e s  en 
agua pueden h a c e r l o  (Monro y c e l l ,  1969) .
Por  o t r a  p a r t e  se ha d i fu n d id o  ampllamente e l  u se  de 
e t a n o l  como a c t i v a d o r  de o t r a s  fu n c io n e s  r ib o s ô m ic a s .  Asi 
se  e s t a  empleando en e l  e s t u d i o  d e l  p ro c e so  de t e rm in a -  
c i ô n  de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  (Tompkins, S c o ln ik  y Cas­
key ,  1 9 7 0 ) ,  y  en l a  promociôn de l a  a c t i v i d a d  GTPasa d e l  
f a c t o r  G ( G a r c i a - B a l l e s t a ,  1971)*
No e s t â  e s c l a r e c i d o  e l  e f e c to  de l o s  a l c o h o le s  s o ­
b r e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ;  su  a c c iô n  no se  debe a e f e c t o s  
de p r e c i p i t a c i ô n  no e s p e c i f i c a  de l o s  r ib o so m as ,  ya  que 
e s t a  a c c iô n  e s t â  en orden i n v e r s a  a su c a p ac id ad  p r é c i p i ­
t a n t e  ; a s i ,  m ie n t r a s  m e tan o l ,  e t a n o l  e i so p ro p o n è l  a c tu a n  
en e s t e , o r d e n  como a c t i v a d o r e s ,  en ese  mismo orden d e c r e -  
ce su  p o d e r  de p r e c i p i t a c i ô n .  Tampoco se  debe su e f e c t o  a 
una r e d u c c iô n  de l a  c o n s t a n t e  d i e l é c t r i c a  d e l  medio, ya ' 
que dioxano con una c o n s t a n t e  d ie z  veces  menor que e t a n o l  
no t i e n e  a c t i v i d a d  ( S i l v e r s t e i n ,  1969) .  Es de d e s t a c a r  que
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e t a n o l  no es r e q u e r id o  to t a lm e n te  en e s t e  t i p o  de r e a c c i ô n ,  
aunque en su  a u s e n c ia  e s t a  es muy l e n t a  ( S i l v e r s t e i n ,  1969). 
También es de c o n s i d e r a r  e l  hecho de que v a r ia n d o  l a  a f i n i i  
dad de a lgunos  a n t i b i ô t i c o s  i n h i b i d o r e s  de fo rm ac iôn  de en­
l a c e  p e p t i d i c o  po r  e l  r ibosom a,  no a l t e r a  e l  numéro de s i -  
t i o s  de f i j a c i ô n  de lo s  mismos (Fernandez-Munôz, T e s i s  Doc­
t o r a l  1 9 7 1 ) .  Como veremos en e s t e  t r a b a j o  e t a n o l  p roduce  un 
aumento en l a  f i j a c i ô n  a r ibosomas d e l  s u s t r a t o  donador de 
l a  r e a c c i ô n  de p u ro m ic in a ,  pudiendo s e r  e s t a  l a  e x p l i c a c i ô n  
de su  comportamiento como a c t i v a d o r  en e s t a  r e a c c i ô n .
Es sa b id o  tRNA i n t e r a c c i o n a  con e l  r ibosom a no s ô lo  
p o r  e l  a s a  que c o n t i e n s  e l  a n t ic o d ô n  ( P e t s k a  y N ire n b e rg ,  
1 9 6 6 , Dube y c o l . ,  1969).  Sino que ademâs lo  hace p o r  o t r a s  
r e g io n e s  (Nobuyoshish imizu ,  Hayashi y M ir ra ,  1970) ,  una de 
l a s  c u a l e s  es e l  extreme 3 ’ que se  une al., aminoâcido (Can­
non, Krug y G i b e r t ,  1965; Takanami, 1962; P e s t k a ,  1970) .
Con o b je to  de e s t u d i a r  e s p e c i f i c a m e n te  l a  r e a c c i ô n  de pep­
t i d i l t r a n s f e r a s a  ev i tan d o  l a  p o s i b l e  p e r t u r b a c i ô n  i n t r o d u -  
c i d a  p o r  o t r a s  p a r t e s  d e l  tRNA d i s t a n t e s  de l  c e n t r e  enzimâ­
t i c o ,  se  ensayô l a  cap ac id ad  p a r a  a c t u a r  como s u s t r a t o s  dona- 
dores  de e s t a  r e a c c i ô n  de d i s t i n t o s  f ragm en tes  t e r m i n a l e s  
d e l  ex treme 3 ’ de aa-tRNA con e l  NIî^ d e l  aminoâcido b lo q u e -  
do. Se comprobô (Monro, Marcker,  Cerna ,  1968) que e r a  nece­
s a r i o  que d ic h o s  s u s t r a t o s  t u v i e r a n  a l  menos e l  t r i n u c l e ô -
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t i d o  CCA comûn a todos  l o s  tRlTA c o n o c id o s ,  un ido  a l  am inoâc i­
do b loqueado ,  ya  que s i  e s t e  i b a  un ido  a l  d i n u c l e o t i d o  CA no 
p r e s e n t a b a  a c t i v i d a d .
E s t a  r e a c c i ô n  de f ragm entes  a c t i v o s  con purom ic ina  a 
l a  que se  denomina " r e a c c iô n  de f ragm ente"  es c a t a l i z a d a  
igua lm en te  p o r  l a  subunidad  90S que p o r  r ibosomas 70S y t i e ­
ne l o s  mismos r e q u e r im ie n to s  i ô n i c o s  y de a l c o h o l  que l a  
r e a c c i ô n  de pu ro m ic in a  con subunidades  90S.
Como se a p r e c i a ,  l a  r e a c c i ô n  de f ragm en tes  es p u es ,  
un s i s t e m a  muy v a l i o s o  p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  r e a c c i ô n  de f o r ­
maciôn de e n la ce  p e p t i d i c o  p o r  l a  e s p e c i f i c i d a d  de l o s  s u s ­
t r a t o s  que c i r c u n s c r i b e n  sus i n t e r a c c i o n e s  con e l  r ibosoma a l  
c e n t r e  e n z im â t ico  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
Se admite que todo tRNA cargado  con am inoâcido,  pôp- 
t i d o  o anâlogo capaz de t r a n s f e r i r  su  c a rg a  a pu rom ic ina  e s t â  
s i t u a d o  en e l  s i t i o  donador o s i t i o  P d e l  r ibosom a,  m ie n t ra s  
que e l  s u s t r a t o  capaz de r e c i b i r  d ic h a  c a rg a  se s i t u a  en e l  
s i t i o  a c e p to r  (A). A&i, con e l  f i n  de s i t u a r  d icho  s u s t r a t o  
d u ra n te  c u a l q u i e r  f a s e  de l  p roceso  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
0 b i e n  p a r a  d e te rm in e r  dônde se  ha p ro d u c id o  c u a l q u i e r  f i j a ­
c i ô n  de l o s  mismos, se ha  u t i l i z a d o  ampliamente l a  r e a c c i ô n  
de p u ro m ic in a .  Nosotros  en e s t e  t r a b a j o  hemos u t i l i z a d o  l a  
r e a c c i ô n  de f ragm en tes  como medio p a r a  s i t u a r  l a  f i j a c i ô n  de
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f rag m en tes  de aminoacil-tRNA y ac e t i l a m in o a c i l - tR N A ,  o b te -  
n id o s  p o r  d i g e s t i o n  p o r  r i b o n u c l e a s a  Ambas r e a c c io n e s  
de p u ro m ic in a  y de f ragm ente  se  ban usado (Cerna ,  R ych l ik  
y  P u lk ra b e c k ,  1959; Goldberg y M i t s u g i ,  1957b; P e s tk a ,  1970, 
Monro y Vazquez, 1957) y n o s o t r o s  l o  hacemos en n u e s t r o  e s ­
t u d i o  p a r a  l o c a l i z a r  e l  s i t i o  de a c c iô n  de i n h i b i d o r e s  de 
s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
Asi como fragm entes  t e r m i n a l e s  de aa-tRNA con e l  
grupo 11^2 su  aminoâcido b loqueado fu n c io n a n  como s u s t r a ­
t o s  donadores  de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ,  l o s  que t i e n e n  e s t e  
NH2 l i b r e  pueden a c t u a r  como s u s t r a t o s  a c e p to r e s  de p e p t i -  
d il- tRNA (Takanami, 1964).  Fn e s t e  case  es n e c e s a r i o  que e l  
aminoâcido e s t é  un ido  a l  menos a l  d i n u c l e ô t i c o  CA te rm i n a l  
d e l  aminoacil- tRNA, aunque en e l  caso  de a lgunos  am inoâc i-  
dos s e a  s u f i c i e n t e  con que é s t o s  vayan un idos  a adenos ina  
( R y c h l ik ,  C h lâd e l  y Zemlicka,  1967).
Fundamental p a r a  e l  conoc im ien to  de l  mécanisme de' 
p o l i m e r i z a c i ô n  de aminoâcidos a p a r t i r  de sus  aa-tRNA es 
e l  e s c l a r e c i m i e n t o  de l a s  d i s t i n t a s  i n t e r a c c i o n e s  de d i ­
chas m olécu las  con lo s  r ib o so m a s .  Punto  p r im o r d ia l  de e s t e  
t r a b a j o  es l a  f i j a c i ô n  a r ibosomas de E -C o l i  y sus  s u b u n ü  
dades de f ragm en tos  de Ac-Leu-tRNA y Leu-tRNA, con e l  cen­
t r e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  del  r ibosom a.  Dada l a  g ran  c a n t i d a d
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de t r a b a j o s  p u b l ic a d o s  sobre  f i j a c i ô n  de d ichos  tRNA, a p e s a r  
de l o  c u a l  son e s c a s a s  l a s  c o n c lu s io n e s  o b te n id a s  de é s t o s ,  
vamos a d a r  una b reve  v i s i ô n  de l o s  p r i n c i p a l e s  p u n to s  cono- 
c id o s  en e s t e  campo.
A p a r t i r  de l a  f i j a c i ô n  de aa-tRNA l l e v a d a  a cabo en 
p r e s e n c i a  de f a c t o r e s  de f i j a c i ô n  a l  complejo  ribosoma-mRNA, 
u t i l  p a r a  e l  e s t u d i o  g lo b a l  de f i j a c i ô n  en l a s  c o n d ic io n e s  
de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i v o , p e ro  con l a  d i f i c u l t a d  de 
s i t u a r  concre tam en te  l a s  i n t e r r e l a c i o n e s  d e l  tRNA con e l  r i ­
bosoma, e x i s t e n  b a jo  l a  denominaciôn de f i j a c i ô n  no enzimâ-  
t i c a  numerosos ensayos d i f e r e n t e s  de f i j a c i ô n  de tRNA en con­
d i c i o n e s  d i s t i n t a s .  Todos e l l o s  t i e n e n  de comûn e l  em plear  
mâs a l t a  c o n c e n t r a c iô n  de (10 -  20 mM) que l a  e n z im ô t i -
ca  (9 mM). Tanto p a r a  aa-tRNA como p a r a  p e p t id i l - tR N A  se  han 
hecho ensayos de f i j a c i ô n  a l a s  subunidades  90S, 90S y a l o s  
r ibosom as 70S; a e s t a s  dos u l t im a s  t a n t o  en p r e s e n c i a  como 
en a u s e n c i a  de RNA m ensa je ro .
En cuan to  a p ep t id i l - tR N A  hay acuerdo en que se  f i j a  
mâs fu e r te m e n te  a l a  subunidad  90S, a l a  c u a l  permanece u n i -  
da a l  d i s o c i a r  70S en f a s e  de p o l i m e r i z a c i ô n  a b a j a  concen­
t r a c i ô n  de Mg^^ ( G i l b e r t ,  1963) ,  También se une como e r a  de 
e s p e r a r ,  a l a  subun idad  30S en p r e s e n c i a  de m ensa je ro  especî-r  
f i c o .  De a q u e l l a s  i n t e r a c c i o n e s  con subun idades  90S es p ro b a -  
da l a  im p o r ta n c i a  de l a s  que p r é s e n t a  p o r  su  extremo 3 ’ t e rm i
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n a l  como se ha  comentado a n t e r io rm e n te .  R e fe r e n te  a l a s  c a r a c -  
t e r l s t i c a s  de l a  f i j a c i ô n  de p e p t id i l - tR N A  a l a  subun idad  30S, 
p a r e c e n  s e r  an a lo g as  a l a s  que p r é s e n t a  e l  aa-tRNA p o r  l a  mis­
ma subun idad  en cuanto  a que ambas se  e s t im u la n  por  mRNA 
(Niremberg ,  P e s t k a ,  1966) ,  t i e n e n  analogos r e q u e r im ie n to s  iô-r 
n i c o s  y l a s  dos son i n h i b i d a s  p o r  t e t r a c i c l i n a  (Jonak ,  R ych l ik  
1 9 7 0 ) .  De todo  e l l o  p a rec e  d e s p re n d e r se  que l a  subunidad  30S 
no d i s c r i m i n a  e n t r e  s i  tRNA e s t â  unido  a aminoâcido o a pép-  
t i d o .
La f i j a c i ô n  de p e p t id i l - tR N A  a 70S p r é s e n t a  c i e r t a s  
d i f e r e n c i a s  con l a  de aa-tRNA; a s i ,  en su f i j a c i ô n  es menos 
d ep e n d ien te  de mRITA (R y ch l ik ,  1966; P e s tk a  y Niremberg, 1966); 
en sus  r e q u e r im i e n to s  i ô n i c o s  ambos n e c e s i t a n  Mg^^ p a r a  su f i ­
j a c i ô n ,  m ie n t r a s  que p a rec e  s e r  que es r e q u e r id o  e s p e c i a l ­
mente p a r a  l a  de aminoacil-tRNA (R y c h l ik ,  1966);  en su  r e a c t i ­
v id a d  con p u ro m ic in a ,  que s ien d o  c u a n t i t a t i v a  en e l  caso  de 
p e p t id i l - tR N A  en d i s t i n t a s  c o n d ic io n e s  (R y c h l ik ,  1966; G o t t e s ­
man, 1 9 6 7 ) ,  p a r a  aminoacil-tRNA es p a r c i a lm e n te  r e a c t i v a ,  de-  
pendiendo  de l a s  co n d ic io n e s  de f i j a c i ô n  ( I g a r a s h i ,  K a j i ,  1970).
O b je t iv o  fundæ aen ta l  de l a  f i j a c i ô n  no e n z im â t ic a  de 
tRNA a r ibosom as es e l  conoc im ien to  de l a  l o c a l i z a c i ô n  y c a r a c ­
t e r i z a c i ô n  de l a s  i n t e r a c c i o n e s  de ambos. Con e s t a  id e a  y p a ­
r a  conocer  l a s  que t i e n e n  l u g a r  en e l  c e n t r e  p e p t i d i l t r a n s f e ­
r a s a ,  hemos d e s a r r o l l a d o  en e s t e  t r a b a j o ,  un s i s t e m a  de f i j a -
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c i o n  e s p e c i f i c a  de f ragm en tes  t e r m i n a l e s  3 ’ r é s u l t a n t e s  p o r  
d i g e s t i o n  con r i b o n u c l e a s a  de Ac-Leu-tRNA y Leu-tRNA, 
que p o r  l a s  c o n s id e r a c io n e s  bêchas  a n t e r io rm e n te  r e s p e c t e  a 
l a  r e a c c i ô n  con pu rom ic ina  nos da ran  in fo rm a c iô n  sobre  l a  
e s p e c i f i c i d a d  y n a t u r a l e z a  de l a  f i j a c i ô n  a lo s  s i t i o s  P y A 
d e l  r ibosom a.  Otro de lo s  o b j e t i v o s  d e l  d e s a r r o l l o  de e s t e  
método es e l  conocim iento  mâs c o n c re t e  de l a  manera de ac­
t u a r  a n t i b i ô t i c o s  i n h i b i d o r e s  de s i s t e m a s  de p r o t e i n a s  a n i -  
v e l  de r ibosom as .
Un método im p o r ta n te  p a r a  r e l a c i o n a r  l a  e s t r u c t u r a  
y fu n c io n e s  d e l  r ibosoma es e l  de s e p a r a c i ô n  s e c u e n c i a l  espe­
c i f  i c a  de p r o t e i n a s  en c o n d ic io n e s  i ô n i c a s  d e t e r m in a d a s . Con 
é l  se  o b t ie n e n  p a r t i c u l e s  r i b o n u c l e o p r o t e i c a s  d e f i c i t a r i a s  
p a r a  a q u e l l a s ,  que r e t i e n e n  o p i e r d e n  de te rm inadas  fu n c io n es  
segun l a s  p r o t e i n a s  e l im in ad as  ( S t a c h e l i n ,  M aglott  y Monro, 
1969) .  Con e s t e  s i s t e m a  e s t â  e s t a b l e c i d o  en qué e t a p a  se p i e r -  
de l a  fu n c iô n  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ,  l a  c u a l  puede r e c u p e r a r s e  
p o r  l a  a d i c i ô n  de l a s  p r o t e i n a s  s e p a r a d a s .  E s t a  t é c n i c a  se ha  
a p i i c a d o  en e s t e  t r a b a j o  p a r a  s i t u a r  e l  â r e a  de f i j a c i ô n  a l  
r ibosom a d e l  a n t i b i ô t i c o  e s p a r so m ic in a ,
A c o n t in u a c iô n  procederemos a exponer  brevemente e l  
e s t a d o  a c t u a l  d e l  conoc im ien to  d e l  modo de a c c iô n  de l o s  an­
t i b i ô t i c o s  empleados en e s t e  e s t u d i o .  Comenzaremos por  d es -  
c r i b i r  esquemâticamente  e l  mecanismo de a c c iô n  de l  grupo de
i
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l a s  t e t r a c i c l i n a s .
T e t r a c i c l i n a s , a n t i b i ô t i c o s  p ro d u c id o s  p o r  d i s t i n t a s  
e s p e c i e s  de s t rep tom yces  con e s t r u c t u r a  qu im ica  muy semejan 
t e ,  p r e s e n t a n  a c t i v i d a d  en c r e c im ie n to  de b a c t e r i a s  Gram 
p o s i t i v a s  y n e g a t i v e s ,  p r o to z o o s ,  r i c k e t s i a s  y algunos 
grandes  v i r u s  (L a sk in ,  1967).  También t i e n e  ac c io n  en mi-  
t o c o n d r i a s  (B o rs t  y G r iv e lh ,  1971) y c l o r o p l a s t o s  (Bonol-  
t o  y c o l . ,  1969) .  E x i s t e  e v i d e n c i a  que i n t e r a c c i o n a n  con 
v a r i o s  p ro c e s o s  d e l  metabolismo c e l u l a r  de lo s  organismos 
s e n s i b l e s  a lo s  mismos; aqu i  nos r e f e r i r e m o s  a lo s  e s t u -  
d io s  l l e v a d o s  a cabo sobre  sus e f e c t o s  sob re  s i n t e s i s  de 
p r o t e i n a s .
T e t r a c i c l i n a  in h ib e  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en b a c t e ­
r i a s  i n t a c t a s  y en s i s t e m a s  a c e l u l a r e s  de b a c t e r i a s  y de 
r e t i c u l o c i t o s , no in h ib ie n d o  fo rm aciôn  de aa-tRNA, p e ro  s i  
l a  i n c o r p o r a c iô n  de aminoâcidos a p o l i p é p t i d o s  ( F r a n k l i n ,  
1965; L ask in  y Chan, 1964; C la rk  y Chang, 1961; Day, 1966).  
P a rece  s e r  que l a  a f i n i d a d  de t e t r a c i c l i n a  p a r a  lo s  r i b o ­
somas es mayor que p a r a  c u a l q u i e r  o t r a  e s t r u c t u r a  c e l u l a r ,  
observandose  se une a lo s  r ibosom as 70S y sus subunidades  
50S en l a  p r o p o rc io n  de una m olécu la  por  5OS (Connamacher 
y H an d e l , 1968).  Se ha encon trado  que también hay f i j a c i ô n  
a  l a  subunidad  90S pero  que su  a f i n i d a d  es mucho menor 
(Day, 1966) .
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Se pensô que e l  paso  e s p e c î f i c o  de i n h i b i c i ô n  de 
s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en b a c t e r i a s  e r a  l a  i n h i b i c i ô n  de 
f i j a c i ô n  de aa-tRNA a l  complejo mRNA-ribosoma (H ierow sk i ,  
1965; Suarez  y N athans ,  1965) .  El que se  c o r r e l a c i o n e n  lo s  
e f e c t o s  de una s e r i e  de d e r iv a d o s  de t e t r a c i c l i n a s  sobre  
c r e c im ie n to  b a c t e r i a n o  i n  v i t r o , s i n t e s i s  de p é p t id o s  en 
s i s t e m a s  a c e l u l a r e s  j  f i j a c i ô n  de aa-tRNA ( L a s t ,  I z a k i  y 
S n e l l ,  1969) p a re c e  co n f i rm ar  e s t a  s u p o s i c iô n .  En e f e c t o  
se  h a  comprobado que t e t r a c i c l i n a  in h ib e  f i j a c i ô n  enzimâ­
t i c a  de aminoacil-tRNA (Lucas-Lenard  y Haenni,  1968; Hodo- 
l e l l  y c o l . ,  1 9 7 1 ) ,  aunque p a rec e  tam bién  i n t e r a c c i o n a r  
con e l  s i t i o  P d e l  r ibosom a,  ya  que in h ib e  f i j a c i ô n  de pep­
t i d i l - tR N A  a l  r ibosoma (Cernâ ,  Rychkik y P u lk ra b e c k ,  1969).  
O tra s  r e a c c io n e s  que t i e n e n  l u g a r  a n i v e l  de r ibosomas y 
que son b loqueadas  po r  t e t r a c i c l i n a ,  son l a  fo rm aciôn  de 
7 0 s ,  a p a r t i r  de sus subun idades  en e x t r a c t o s  que c o n t i e ­
ns n p o t a s i o  ( P h i l l i p s  y c o l . ,  1969) y l a  i n h i b i c i ô n  del  
p ro ce so  de t e rm in a c iô n  ( S c o ln ic k  y c o l . ,  1968);  Vogel,  Ta- 
mir  y E lso n , ’ 1969).
El a n t i b i ô t i c o  e d e in a  p o l i p é p t i d o  b â s ic o  a i s l a d o  . 
de c u l t i v e s  de B a c i l l u s  b r e v i s  p r é s e n t a  a c t i v i d a d  en bac ­
t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y n e g a t i v a s ,  h o n g o s , l e v a d u ra s  y c é -  
l u l a s  de organismos s u p e r i o r e s  (B.K. Bhuyan, 1967) .  En E. 
C o l i  produce  b loquée  de su c r e c i m i e n t o ,  in h ib i e n d o  s l n t e -
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s i s  de DI'TA, estimularido s i n t e s i s  de RNA y no t e n ie n d o  e f e c ­
t o  sobre  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  (Kurylo-Borowska,  1962) .  En 
s i s t e m a s  a c e l u l a r e s  de E, C o l i  (H ierow sk i  y Kurylo-Borowska,
1 9 6 5 ) e d e in a  se f i j a  a r ibosomas 70S en p r o p o rc io n  i n v e r s a  
a l a  c o n c e n t r a c iô n  de magnésie ,  i n h ib i e n d o  a c o n c e n t r a c io n e s  
menores de l a s  r e q u e r id a s  p a r a  su  e f e c t o  i n  v ivo  i n c o r p o r a ­
c i ô n  de d i s t i n t o s  am inoâc idos .  Su a c c iô n  en s i n t e s i s  de p r o ­
t e i n a s  como i n d i c a  su  f i j a c i ô n , p a r e c e  l o c a l i z a r s e  sobre  lo s  
r ibosom as ,  a s i  no p r é s e n t a  e f e c to  en fo rm ac iôn  de aa-tRNA. 
Concretamente su  i n t e r a c c i ô n  p a re c e  l o c a l i z a r s e  con l a  f i j a ­
c i ô n  de aa-tRNA a l a  subunidad  5OS (Vâzquez, Monro, 1967),  
aunque p a re c e  t e n e r  también  e f e c t o  sobre  r ibosomas 50S (Vâz­
quez ,  1967).
La i n h i b i c i ô n  de s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  po r  
e d e in a  también  ha s id o  obse rvada  en s i s t e m a s  a c e l u l a r e s  de 
l e v a d u r a ,  bloqueando l a  f i j a c i ô n  no e n z im â t i c a  de f e n i l a l a -  
nil-tRNA' a r ibosomas 80S y a sus subunidades  4-OS ( B a t t a n e r ,  
T e s i s  d o c t o r a l ,  1971).  Se h a  v i s t o  p o r  o t r a  p a r t e  que e s t e  
a n t i b i ô t i c o  no in h ib e  form aciôn  de e n la c e  p e p t i d i c o  a l  no 
i n h i b i r  r e a c c i ô n  de f ragm ente  (Monro y Vâzquez, 1967) .  El 
que e d e in a  i n h ib a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i t r o  y no i n  v i ­
vo , no se conoce qué s i g n i f i c a d o  puede t e n e r  con r e s p e c t e  
a su  mecanismo de acc iô n  a n t i b i ô t i c a .
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También se ha  empleado en n u e s t r o s  e s tu d io s  e l  p o l i a -  
n iô n  s u l f a t o  de p o l i d e x t r a n o , e l  c u a l  como o t r o s  p o l i a n i o -  
nes  ( s u l f a t o  de p o l i v i n i l o )  p a r e c e  com porta rse  como anâlogo 
de RNA; a s i ,  a b a j a s  c o n c e n t r a c io n e s  in h ib e  r i b o n u c l e a s a s  
( F e l l i g ,  V/iley, 1959) po r  l o  que se emplearon como p r o t e c t o -  
r e s  d e l  mRNA en s i s tem a s  a c e l u l a r e s .  A c o n c e n t r a c io n e s  a lgo 
mayores,  es i n h i b i d o r  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en d ichos  
s i s t e m a s ,  t a n t o  en b a c t e r i a s  como en c é l u l a s  de mamiferos 
(Munro, 1965, Shinozawa, Yahara y Im ah o r i ,  1968; Mathews 
y K orne r ,  1970).  Se f i j a  a b a j a s  c o n c e n t r a c io n e s  a r i b o s o ­
mas 70S y a sus  subunidades  5OS p roduc iendo  agregados s im i -  
l a r e s  a p o l i s o m a s ,  com pit iendo  con l a  f i j a c i ô n  de p o l iU ,  lo  
que produce l a  i n h i b i c i ô n  de s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a m i n a  
(Miyazawa y c o l . ,  1967; Shinozawa, Yahara y I m a h o r i ,1968) .
Por  e s t e  mismo e f e c t o  p a re c e  s e r  in h ib e  l a  f i j a c i ô n  de 
aa-tRNA en p r e s e n c i a  de m ensa je ros  a r t i f i c i a l e s  a r ibosomas 
70 y 80S y a sus  subunidades  50 y 40S (Vâzquez y Monro,
1967; B a t t a n e r ,  T e s i s  d o c t o r a l  1971) .  Por  o t r o  lad o  é s to s  
no i n h ib e n  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  en 70S, 80S, 60S o 50S (Mon­
r o  y Vazquez, 1967; B a t t a n e r ,  T e s i s  d o c t o r a l  1971).  Como po-  
l i a n i o n e s  que son  e s t a s  m olécu las  a c tu a n  como d e t e r g e n t e s  a 
a l t a s  c o n c e n t r a c io n e s ,  p roduc iendo  l a  s e p a r a c i ô n  de p r o t e i ­
nas  d e l  r ibosom a.
P a c ta m ic in a  es un a n t i b i ô t i c o  de e s t r u c t u r a  d e sc o n o c i -
da p ro d u c id o  po r  S t r e p to y c e s  pactum que b lo q u ea  c r e c im ie n to
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de c é l u l a s  i n t a c t a s  y e x t r a c t o s  de c é l u l a s  p r o c a r i é t i c a s  
y e u c a r i ô t i c a s ,  p o r  l o  que se ha ensayado como agen te  a n t i ­
tum ora l  . Su ac c io n  p r i m a r i a  p a re c e  s e r  l a  i n h i b i c i ô n  de 
s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  (Colombo, F e l i c e t t i  y B a g l io n i ,  1966; 
Bhpyan, 1967) ,  habiendo s id o  d e t e c t a d a  su f i j a c i ô n  a sub­
un idades  5e s  y 40S de r ibosomas 70 7 80S r e s p e c t iv a m e n te  
(Cohen, Goldberg y H erner ,  1969) .  I n h ib e  in c o r p o r a c iô n  de 
aminoâcido en s i s t e m a  a c e l u l a r  de E. C o l i  (Bhuyan, 1967) 
y de l e v a d u r a s ,  donde tam bién  in h ib e  f i j a c i ô n  de A c e t i l -  
f  e n i la l a l i l - t l d 'T A  y f e n i l  a l  a n i l - tRNA a 80S y 40S ( B a t t a n e r  
T e s i s  d o c t o r a l  1971).  E s te  a n t i b i ô t i c o  no a f e c t a  form aciôn  
de e n la ce  p e p t i d i c o  ya que no i n t e r f i e r e  con l a  e x p u l s iô n  
de p é p t id o s  un idos  a po l isom as  ( F e l i c e t t i ,  Colombo y Ba- 
b l i o n i ,  1966) .  Hay e v i d e n c i a  de que a b a j a s  c o n c e n t r a c io n e s  
a f e c t a  l a  c o r r e c t s ,  e s t r u c t u r a  de l  complejo  de i n i c i a c i ô n ,  
ac tuando  tam bién  aparen tem ente  en e l  paso  de c r e c im ie n to  
de l a  cadena p e p t i d i c a  a c o n c e n t r a c io n e s  mâs a l t a s  (Mac­
d on a ld  y G oldberg ,  197C).
• Se ha observado que âc ido  f u s i d i c o , a n t i b i ô t i c o  con 
n u c le o  e s t e r o i d i c o  p roduc ido  por  v a r i a s  e s p e c i e s  de S t re p to -  
myces in h ib e  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  t a n t o  i n  v ivo  como i n  v i ­
t r o  en s i s t e m a s  de b a c t e r i a s .  No a f e c t a  s i n t e s i s  de aa-tRNA 
n i  su  u n iô n  a l  complejo ribosorna-mRNA, p e ro  in h ib e  in c o rp o ­
r a c i ô n  d e l  mismo a p r o t e i n a s  (Yamaki, 1965, Harvey, Knight
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y S h i ,  1966; Tonaka, Yamaki, L in  y Umezawa, 1967).  E s te  an- 
t i b i ô t i c o  se une a l  f a c t o r  G de t r a s l o c a c i ô n  ( K in o s h i t a ,  
Kawano y Tonaka, 1968),  s ie n d o  e l  g rado  de i n h i b i c i ô n  de e s ­
t a  r e a c c i ô n  p a r a l e l a  a l  de s i n t e s i s  de p o l i p é p t i d o .  En e f e c ­
t o ,  âc ido  f u s i d i c o  impide l a  r e a c c iô n  de p e p t id i l - tR N A  con 
pu ro m ic in a  d epend ien te  de G y GTP (Tanaka, K i n o s h i t a ,  Masu- 
kawa, 1969) .  Pos ib lem en te  e s t e  a n t i b i ô t i c o  también t i e n e  
e f e c t o  so b re  e l  p ro ceso  de i n i c i a c i ô n  ( S a la  y C i f e r r i ,  197G), 
aunque p a re c e  s e r  que p a r a  e s t a  no es n e c e s a r i o  e l  f a c t o r  
G de t r a s l o c a c i ô n .
Es c l o r a n f e n i c o l  une de lo s  p r im e ro s  a n t i b i ô t i c o s  
i d e n t i f i c a d o s  como i n h i b i d o r  de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
Es p roduc ido  po r  S trep tom yces  V enezuelae ,  aunque en l a  ac -  
t u a l i d a d  se  o b t ie n e  p o r  s i n t e s i s  qu im ica .  P a r a  su a c t i v i d a d  
b i o l ô g i c a  (Vâzquez, 1966),  se  r e q u i e r e  l a  c o n f ig u r a c iô n  
D - t r e o ,  s ie n d o  lo s  e s te r e o i s ô m e ro s  D - e r i t r o ,  L - t r e o  y L - e r i  
t r o  i n a c t i v o s .  También es n e c e s a r i o  t a n t o  e l  a n i l l o  c e n t r a l  
como l a  cadena a l i f â t i c a ,  p e ro  po r  e l  c o n t r a r i o  e l  grupo 
NO2 puede s u s t i t u i r s e  p o r  o t r o s  r a d i c a l e s  y a s i  se conocen 
una s e r i e  de d e r iv a d o s  de a c t i v i d a d  c a s i  i g u a l  a c l o r a n f e -  
n i c o l  como son D-V/in 5094, t i o m i c e t i n a  y D-AM P -5 ,  l o s  cua­
l e s  veremos in h ib e n  r e a c c i ô n  de p u rom ic ina  en un grado co-  
r r e l a c i o n a d o  con su  a c t i v i d a d  in  v iv o .  E s tud iando  su p o s i b l e
-  58 -
a n a lo g ia  con e l  am inoac i l  n u c l e o s id e  t e r m i n a l  de tRNA se 
h i d r o l i z o  su  grupo amida, s iendo  s u s t i t u i d o  e l  r e s t o  d i c l o -  
r o a c é t i c o  p o r  una s e r i e  de aminoâcidos (Cou tsgeorgopovbs , 
1 9 6 7 ) ,  observandose  que e l  c l o r a n f e n i c o l  base  es i n a c t i v e ,  
m ie n t r a s  que lo s  am inoâc ido -de r ivados  p r e s e n t a n  una a c t i ­
v id a d  en s i n t e s i s  do p o l i p é p t i d o s  v a r i a b l e s  con e l  amino­
â c id o ,  p e ro  siempre menor que l a  d e l  c l o r a n f e n i c o l .
C l o r a n fe n ic o l  es un a n t i b i ô t i c o  con amplio e s p e c t ro  
de a c c iô n ,  a s i  t i e n e  anâ loga  a c t i v i d a d  sob re  b a c t e r i a s  Gram 
p o s i t i v a s  y n e g a t i v a s ,  i n h ib ie n d o  c r e c im ie n to  de a lg a s  azu 
l e s  (R odr iguez -L ôpez , Vâzquez, 1968) y r i k e t t s i a s .  En o r ­
ganismos s u p e r i o r e s  produce c i e r t o s  e f e c t o s  t ô x i c o s ,  (Beard ,  
Seven, Armentrout y V /e is sbe rge r , 1969) ,  p o r  l o  que su  em- 
p l e o  queda l i m i t a d o .  La a c c iô n  p r i m a r i a  d e l  a n t i b i ô t i c o  es 
l a  de i n h i b i r  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s , s ie n d o  o t r o s  p ro ceso s  
m e ta b ô l ic o s  a f e c ta d o s  a t r a v é s  de e s t a  i n h i b i c i ô n  (Wisse-  
man y c o l .  1954; Gale y F o lk e s ,  1955)» Dentro d e l  p roceso  
de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  c l o r a n f e n i c o l  no a f e c t a  s i n t e ­
s i s  de aa-tRNA, l o c a l i z â n d o s e  su  a c c iô n  en l a  e lo n g ac iô n  
de l a  cadena p e p t i d i c a  en s i s t e m a s  a c e l u l a r e s  (Nathans y 
Lipmann, 1961; N irenberg  y M a t t a e i ,1961) .  Se f i j a  e s p e c l -  
f ic a m e n te  a r ibosomas de organismos p r o c a r i ô t i c o s ,  mien­
t r a s  no lo  hace a r ibosomas c i t o p l a s m â t i c o s  de e u c a r i ô t i -
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cos (vâzquez ,  1964a) ,  s i n  embargo i n h ib e  b i o s i n t e s i s  de p r o ­
t e i n a s  en m i t o c o n d r i a s , a l o  c u a l  p o s ib le m e n te  debe sus  e fec  
t o s  to x id o s  ( B o r s t ,  Kroon j  R u t t e n b e rg ,  1967) .  Se une a l a  
subun idad  508 en l a  p ro p o rc io n  de una m o lécu la  p o r  r ibosom a, 
s ie n d o  é s t a  f i j a c i ô n  c o r r e l a c i o n a b l e  con su e f e c t o  en s i n t e ­
s i s  de p o l i p é p t i d o s  (Vâzquez, 1965 J  1964).  No e s t â  comple- 
tam ente  e s c l a r e c i d o  e l  paso  en que a c tu a  c l o r a n f e n i c o l  du­
r a n t e  e l  p ro ceso  de e lo n g a c iô n .  E x i s t e  f u e r t e  e v i d e n c i a  de 
que in h ib e  fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  en grado v a r i a b l e  
segun  l a  n a t u r a l e z a  de lo s  s u s t r a t o s  empleados; a s i  in h ib e  
r e a c c i ô n  de p ep t id i l - tR N A  unido a r ibosomas con pu rom ic ina  
( T ra u t  y Monro, 1964),  r e a c c i ô n  de A c - f e n i l a l a n i l - tR N A  f i -  
jado  a r ibosom a con pu rom ic ina  (Cernâ ,  R y c h l ik ,  P u lk ra b eck  
1969; Gottesman, 1967) y a su  vez es hn buen i n h i b i d o r  de 
r e a c c i ô n  de f ragm ente  (Monro y M arcker ,  1967) .  Ya que c l o ­
r a n f  e n i c o l  no i n t e r v i e n s  con l a  f i j a c i ô n  de p e p t id i l - tR N AA
a l  r ibosoma (C r n â ,  R ych l ik  y P u lk ra b e k ,  1969) n i  con l a  
f i j a c i ô n  de aa-tRITA t a n t o  no e n z im â t i c a  (Vâzquez y Monro, 
1967) como e n z im â t ic a  (Yukioka y Morisawa, 1969) ,  no e r a  
p o s i b l e  conocer  e l  mecanismo de su  a c c iô n  i n h i b i d o r a  sobre  
fo rm ac iôn  de en lace  p e p t i d i c o ,  aunque e x i s t i a  e v i d e n c i a  i n  
d i r e c t a  de que c l o r a n f e n i c o l  a c tu ab a  en e l  s i t i o  A d e l  r i ­
bosoma, a l  s e r  i n h i b i d o r  co rnpe t i t ivo  mixto (Goldberg y
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M i t s u g i ,  1967) o t o t a l  ( P e s tk a ,  1970) de p u rom ic ina  en su  
r e a c c i ô n  con P ep t id i l - tR N A  y A ce t i l - am in o ac i l - tR N A  r e s p e c ­
t iv am en te  unido  a r ibosoma.  N ues t ro s  r e s u l t a d o s  dan p ru eb a  
d i r e c t a  de que e s t e  a n t i b i ô t i c o  in h ib e  f i j a c i ô n  d e l  extremo 
5 ’ t e r m i n a l  de aminoacil- tRNA. E s te  r e s u l t ado no es c o n t r a -  
d i c t o r i o  a l o s  a n t e r i o r e s ,  ya  que dada l a  e x i s t e n c i a  de 
m u l t i p l e s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  tRNA y r ib o so m as ,  c l o r a n f e n i ­
c o l  i n h i b i r l a  s ô lo  a q u e l l a s  n e c e s a r i a s  p a r a  l a  fo rm aciôn  
de e n lace  p e p t i d i c o .
L incom ic ina  es un a n t i b i ô t i c o  p ro d u c id o  por  S t r e p ­
tomyces l i n c o l e n s i s  a c t i v e  c o n t r a  b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s ,  
a lg a s  a z u l e s ,  y en menor e x t e n s iô n  b a c t e r i a s  Gram n e g a t iv a s  
(Chang y Weisblum, 1967; Rodriguez-Lôpez y Vâzquez, 1968) .
No t i e n e  a c t i v i d a d  en c i to p la s m a  de c é l u l a s  de organismos 
e u c a r i ô t i c o s  p e ro  in h ib e  c re c im ie n to  de c l o r o p l a s t o s  (R odr i ­
guez-Lôpez y Vâzquez, 1968) y m i to c o n d r ia s  de l e v a d u ra s  p e ­
ro  no de mamiferos ( P i r k i n ,  L in an e ,  1969),  p o r  l o  que debe 
t e n e r  e s t e  a n t i b i ô t i c o  menor t o x i c i d a d  que c l o r a n f e n i c o l . 
L incom ic ina  in h ib e  en c é l u l a s  i n t a c t a s  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i :  
n a s ,  m ie n t r a s  s i n t e s i s  de RNA y DNA c o n t in u a  después de e s ­
t a  i n h i b i c i ô n  d u ran te  a lgûn  t iem po,  lo  que i n d i c a  que su  ac­
c iô n  p r i m a r i a  es l a  i n h i b i c i ô n  de a q u e l l a  ( J o a t e n ,  A l le n ,  
1964).  E s tu d io s  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en e x t r a c t o s  c e lu la -  
r e s  de E. C o l i ,  B megaterium y A nocys t is  montana c o r ro b o ra n
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e s t o s  r e s u l t a d o s ,  o b ten iéndose  c o r r e l a c i ô n  e n t r e  l a  s e n s i b i -  
l i d a d  a l  a n t i b i ô t i c o  de l o s  microorganismos empleados y l a  
de lo s  s i s te m a s  a c e l u l a r e s  de l o s  mismos (Vâzquez, 1964a; 
Chang, S ih  y Wissblum, 1966; Rodriguez-Lôpez y c o l . ,  1968).  
Se f i j a  a r ibosomas a l a  subun idad  50S (Vâzquez, 1966; Chang 
S ih  y V/eissblum, 1966) ,  en l a  p r o p o r c iô n  de una m olécu la  po r  
r ibosom a (Chang y Weissblum, 1967; Fernandez-Muhoz, T es is  
d o c t o r a l ,  1971) .  Se ha v i s t o  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  in h ib e  f o r ­
maciôn de e n la c e  p e p t i d i c o  p o r  i n h i b i r  r e a c c i ô n  de fragmen­
t e  (Monro, Vâzquez, 1967).  En cu an to  a l  s i t i o  de a c tu a c iô n  
no e x i s t e n  p ru e b a s  c o n c l u y e n t e s , ya  que aunque se  h a b i a  ob­
se rvado  i n h i b i c i ô n  en l a  f i j a c i ô n  de aa-tRNA a l  r ibosom a 70S 
en co n d ic io n e s  no e n z im â t i c a s ,  no se  e x c l u i a  l a  p o s i b i l i d a d  
de que en e s t e  t i p o  de ensayo se p r o d u je r o n  d i p é p t i d o s ,  y 
que f u e r a  e s t a  i n h i b i c i ô n  l a  d e t e c t a d a  (Vâzquez, Monro,
1967) .
El anâ logo  e s t r u c t u r a l  de l i n c o m ic in a ,  c e l e s t i c e t i n a  
es un a n t i b i ô t i c o  p roducido  p o r  S trep tom yces  c a e l e s t i s  que 
p r é s e n t a  i n  v ivo  mucha menor a c t i v i d a d  que a q u e l l a .  Respec te  
a su  modo de a c c iô n  se sabe (Monro, Vâzquez, 1967) ,  i n h ib e  
fo rm ac iôn  de e n lace  p e p t i d i c o  po r  b lo q u e a r  r e a c c i ô n  de f r a g ­
mente,  no conociéndose  l a  n a t u r a l e z a  de e s t a  i n h i b i c i ô n .
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Son l o s  m acro l idos  un e x te n so  grupo de a n t i b i ô t i c o s  
p ro d u c id o s  p o r  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de S trep tom yces  y que t i e  
nen de comûn en su e s t r u c t u r a  qu imica  e l  p o s e e r  un a n i l l o  
l a c t ô n i c o  de gran  tamano a l  que e s t a n  un idos  azû ca re s  o 
arainoâzûcares im p o r ta n te s  p a r a  sus  ac c io n es  i n h i b i d o r a s .  
Todos e l l o s  in h ib e n  e l  c r e c im ie n to  p r e f e r e n c i a lm e n t e  de b ac ­
t e r i a s  Gram p o s i t i v a s ,  aunque su c o n c e n t r a c iô n  i n h i b i d o r a  
v a r i a  de unos a o t r o s .  Bloquan l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
t a n t o  en c é l u l a s  i n t a c t a s  como en e x t r a c t o s  de c é l u l a s  
(Brock y Brock, 1959; Vazquez, 1955; Mao y V/iegand, 1958) ,  
s ien d o  depen d ien te  e s t a  i n h i b i c i ô n  de l a  com posic iôn  d e l  
mRNA empleado. Su e f e c to  en o t r o s  p ro ce s o s  m e ta l ib o s  no es 
b i e n  conoc ido .  Se sabe no a f e c t a n  l a  fo rm aciôn  de aa-tRNA 
(Mao y Wiegand, 1958),  luego su a c c iô n  debe c i r c u n s c r i b i r -  
se  a l  p roceso  de e lo n g a c iô n  de l a  cadena  p e p t i d i c a .  En e f e c ­
to  e s to s  a n t i b i ô t i c o s  se f i j a n  a r ibosom as de organismos 
p r o c a r i ô t i c o s .  A s i ,  se ha d e t e c t a d o  y medido f i j a c i ô n  de 
e r i t r o m i c i n a  a subunidades  50S de v a r i a s  b a c t e r i a s  ( O le in ik  
y Corcoran ,  1969; Mao y P u t te rm an ,  1969; Tanaka y Teraoka ,
1966) ,  en l a  p ro p o rc iô n  de una m o lécu la  p o r  r ibosoma y que 
é s t a  se  c o r r e l a c i o n a  con l a  a c t i v i d a d  de i n h i b i c i ô n  de s i n ­
t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v ivo  e in  v i t r o  (Wilhelm y C orcoran ,
1967) .
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E s p i r a m ic in a  se f i j a  a su  vez a subun idades  50S 
(Vpazquez 1967a) .  Con r e s p e c t e  a l a  f i j a c i o n  de o le an d o -  
m ic in a ,  c c r b o n i c i n a ,  n e o s p i r a m ic in a  I I I  y f o r o c i d i n a  I I I ,  
se  ha  v i s t o  que i n t e r a c c i o n a n  tam bién  d i r e c ta m e n te  con e s ­
t a  subunidad  a l  i n h i b i r  f i j a c i o n  de e s p i r a m i c i n a  o e r i t r o -  
m ic in a  (Vazquez,  1967b; V i lhe lm ,  O le i n i c k  j  C o rc o ra n ,1967) .
No se conoce e l  paso de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  so b re  
e l  r ibosom a que a f e c t a n  lo s  m a c r o l id o s ,  a s i  p a rec e  no i n h i  
ben  f i j a c i o n  do mRNA a r ibosomas (Mao y, Wiegand, 1968) ,  no 
in h ib e n  f i j a c i o n  de aa-tHNA t a n t o  e n z im a t i c a  como no e n z i -  
m a t i c a  (Mao y Robishaw, 1971; Tanaka, Teraoka ,  N ag ira  y  Ta- 
maki,  1966) ,  n i  f i j a c i o n  de p e p t id i l - tR N A  o ana logos  a l  r i ­
bosoma (Cerna ,  R ych l ik  y P u lk ra b e k ,  1969) .  Por  o t r a  p a r t e  
tampoco in h ib e n  h i d r o l i s i s  de GTP d ep e n d ie n te  de l  f a c t o r  
G n i  de l  f a c t o r  T, n i i ’form acion  d e l  complejo GTP-T-aatRNA 
(Mao y Robishaw, 1971).  Con e l  s i s t e m a  de r e a c c i o n  de f r a g ­
mente s e  pueden d i s t i n g u i r  una s e r i e  de m acro l idos  como e s ­
p i r a m i c i n a ,  ca rbom ic ina  y ango lam ic ina  que in h ib e n  fo rm a-  
c i o n  de e n lac e  p e p t i d i c o ,  m ie n t r a s  que e r i t r o m i c i n a ,  o l e a n -  
dom ic ina ,  n e o s p i r a m ic in a  y f o r o c i d i n a  no a c tu a n  so b re  e s t a  
r e a c c i o n  (Monro, Vazquez, 1967).  E s to s  r e s u l t a d o s  han  s i d e  
co r ro b o ra d o s  p o r  su  e f e c to  en fo rm ac ion  de d i l i s i n a  en au-  
s e n c i a  de t r a s l o c a c i o n  y en r e a c c i o n  de PMet-tRNA con p u -  
r o m ic in a  (Mao, Robishaw, 1971).  U t i l i z a n d o  p o l i l i s i l - t R î T A
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como s u s t r a t o  donador en r e a c c i o n  con p n ro m ic in a  p o r  e l  
c o n t r a r i o  e r i t r o m i c i n a ,  o leandom ic ina  y n e o s p i r a m ic in a  se 
m ues tran  i n h i b i d o r e s  de e s t a  r e a c c i o n  aunque en menor g ra  
do que e s p i r a m ic in a  (Cerna,  R ych l ik  y P u lk ra b ek ,  1969),  de l  
mismo modo e r i t r o m i c i n a  in h ib e  l a  u n io n  de una un idad  de 
l i s i n a  a p o l i l i s i l - t R N A  f i j a d o  a r ibosom a ( J a y a r aman y Gold­
b e rg  1968).  Por  o t r a  p a r t e  se  ha  p ro p u e s to  ( I g a r a s h i ,  I s h i -  
t s u k a  y K&ji,  1969; O le in ic k  y Corcoran ,  1970) que algunos 
m acro l id o s  como e r i t r o m i c i n a  in h ib e n  e l  paso  de t r a s l o c a ­
c i o n  en b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .  Los r e s u l t a d o s  en que se  
han basado hàn s i d e  e n t r e  o t r o s , que e s t e  a n t i b i ô t i c o  inhi-r 
be fo rm ac ion  de a c e t i l - t r i f e n i l a l a n i n a ,  m ie n t r a s  no a f e c t a  
fo rm acion  de a c e t i l - d i f e n i l a l s m i n a  en un s i s t e m a  de e n lace  
p e p t i d i c o  d i r i g i d o  po r  p o l i  U, suplementado o no con f a c t o -  
r e s  de t r a s l o c a c i o n  y GTP (Corcoran  y O l e i n i c k ,  1969).
Se h a  in d ic ad o  un p o s i b l e  mécanisme comûn p a r a  l o s  
m ac rô l id o s  segûn e l  cu a l  i n h i b i r i a n  con d i s t i n t a  i n t e n s i d a d  
fo rm ac ion  de e n la ce  p e p t i d i c o ,  dependiendo e s t a  de l  s u s t r a ­
t o  empleado (Mao y Robishaw, 1971).
De im p o r ta n c ia  t e r a p e ù t i c a  es e l  conocido  a n t a g o n i s ­
me observado in  v ivo  e n t r e  e r i t r o m i c i n a  y l in c o m ic in a  en 
b a c t e r i a s  r é s i s t a n t e s  a e r i t r o m i c i n a  y s e n s i b l e s  a l in c o m i­
c i n a ,  de modo que en p r e s e n c i a  de ambos a n t i b i ô t i c o s  apenas
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son a f e c t a d a s  po r  lo s  mismos (B arb e r  y Waterworth ,  1964) .  
En e s t e  t r a b a j o  se ha  e s tu d ia d o  s i  e s t e  antagonisme r e s ­
ponds a l a  a n u la c io n  de l a  i n h i b i c i o n  de l a  r e a c c i o n  d e l  
f ragmento  p o r  l i n c o m ic in a  en p r e s e n c i a  de e r i t r o m i c i n a .  
Asimismo e r i t r o m i c i n a  es capaz de i n h i b i r  e l  e f e c t o  b lo_  
queante  de c l o r a n f e n i c o l  so b re  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .  
(Teraoka ,  Tonaka y Tamaki, 1969) ,  p e r  l o s  r e s u l t a d o s  aqu i  
expues to s  mostramos e l  n i v e l  a l  que se e j e r c e  e s t e  e f e c t o .
Las e s t r e p to g ra m in a s  son a n t i b i ô t i c o s  a i s l a d o s  de 
c u l t i v e s  de d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de S t r e p to m y c e s , que se  han 
agrupado segûn su  e s t r u c t u r a  quimica g l o b a l , e n  e s t r e p t o -  
graminas de t i p o  A y e s t r e p to g r a m in a s  B. Las p r im e ra s  p o -  
seen  grandes  a n i l l o s  l a c t ô n i c o s  que a d i f e r e n c i a  de lo s  
m acrô l idos  c o n t i e n e n  âtomos de n i t r ô g e n o ,  m ie n t r a s  l a s  de 
t i p o  B forman a n i l l o s  l a c t ô n i c o s  con u n iones  p e p t i d i c a s ,  
cuyos aminoacidos son poco f r e c u e n t e s ,  aunque no es cono­
c id o  en su  t o t a l i d a d  l a  e s t r u c t u r a  de a lgunos de e s to s  an­
t i b i ô t i c o s .  Generalmente ambos grupos son p ro d u c id o s  s imul 
taneainente p o r  l a  misma e s p e c i e ,  p r e s e n ta n d o  tam bién  su  ac 
t i v i d a d  c a r a c t è r e s  s i n é r g i c o s  i n  v ivo  (Vâzquez, 1966a) .  
E s to s  a n t i b i ô t i c o s  son a c t i v e s  p r in c ip a lm e n te  sobre  b a c t e ­
r i a s  Gram p o s i t i v a s .
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En su  modo de a cc iô n  tam bién  e x i s t e  d i f e r e n c i a  e n t r e  
ambos g ru p o s ,  a s i  l a s  e s t r e p to g r a m in a s  B son  i n h i b i d o r a s  
de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  âc id o s  n u c l e i c o s  y p a re d  c e l u -  
l a r ,  s ie n d o  l a s  e s t r e p to g ra m in a s  A i n h i b i d o r a s  de b i o s i n t e ­
s i s  de p r o t e i n a s  (Vâzquez, 1966a) .  In h ib en  in c o r p o r a c iô n  
de aminoacidos en s i s te m a s  a c e l u l a r e s  no impidiendo l a  f o r ­
macion de aa-tRNA. Se f i j a  e s t r e p to g r a m in a  A a l a  subun idad  
50s  d e l  r ibosom a,  in t e r a c c io n a n d o  e s t r e p to g r a m in a  B con am- 
bas  su b u n id a d es ,  (Vâzquez, 1966b; E n n i s , 1966 y 1971; Vâz­
quez ,  1967b ,  Chang, S i d d h i k a l ,  V/eissblum, 1969).  Las e s t r e p ­
to g ram in as  d e l  t i p o  B estimulEui f i j a c i o n  de aminoacil-tRRA 
a l a  subun idad  $OS,no t e n ie n d o  l a s  de t i p o  A n ingun  e f e c t o  
o de l i g e r a  i n h i b i c i o n  sobre  e s t a  f i j a c i o n .  E s t r e p to g r a m i ­
na A in h ib e  fo rm acion  de e n la ce  p e p t i d i c o  (Monro y Vâzquez,
1 9 6 7 ) ,  m ie n t r a s  e s t r e p to g r a m in a  B y su  anâ logo  muy a c t i v e  
V i r i d o g r i s e i n a  no e j e r c e n  n ingun  e f e c t o .  No se sabe t o d a -  
v i a  l a  r e a c c i o n  e s p e c i f i c a  que b loquean  e s t o s  û l t im o s  en 
l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
Dentro de l o s  a n t i b i ô t i c o s  d e r iv a d o s  de n u c le ô s id o s  
se han  e s tu d ia d o  en e s t e  t r a b a j o  a m ic e t in a ,  g o u g e ro t in a  y 
e s p a r s o m ic in a .  Am icetina  es un p ro d u c to  d e l  métabolisme de 
d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de S t rep to m y c es ,  que in h ib e  c r e c i n i e n t o  
de b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y n e g a t iv e s  y de c é l u l a s  de ma- 
m ife ro  (R e v i s iô n :  S u hado ln ick ,  1970) .  Se sabe in h ib e  s i n t e -
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s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i v o , in h ib ie n d o  a c o n t in u a c iô n  s i n t e ­
s i s  de DNA y ENA probablem ente  como co n s e cu e n c ia  de a q n e l l a  
i n h i b i c i o n  (Brock, 1963; Block y G o u tsogeo rgopov los , 1966) ,  
También in h ib e  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i t r o  s i n  a f e c t a r  
l a  fo rm ac ion  de aa-tRNA, no s ie n d o  capaz a p e s a r  de su  ana-  
l o g i a  con pu rom ic ina  de p r o d u c i r  l a  s a l i d a  de cadenas p e p t i  
d i c a s  desde p ep t id i l - tR N A  f i j a d o  a r ibosomas (Coutsogeorgopou* 
l o s ,  1 9 6 7 ) .  Se ha demostrado por  exper im entos  de h i b r i d i z a -  
c i ô n  e n t r e  subunidades  de r ibosomas p r o c é d a n te s  de o r g a n i s ­
mes de d i s t i n t a  s e n s i b i l i d a d  a e s t e  a n t i b i ô t i c o  y  po r  expe­
r im en to s  de i n h i b i c i ô n  de f i j a c i ô n  de c l o r a n f e n i c o l  a r i b o ­
somas de B e s t e a r o t e i m ô f i l u s  (Chang, S i d d i k o l ,  vVeisblum,
1 9 6 9 ) ,  que a m ice t in a  i n t e r a c c i o n a  con l a  subun idad  9C3. Blo 
quea l a  fo rm ac iôn  de en la ce  p e p t i d i c o ,  a s i  impide l a  r e a c -  
c i ô n  de f ragm ento  (Monro, Vâzquez, 1967) ,  y l a  r e a c c i ô n  de 
p u ro m ic in a  con A c e t i l - f e n i l a l a n i l - r tR N A  unido a -ribosomas. 
S iendo  en e s t e  caso i n h i b i d o r  no c o m p e t i t iv o  p a r a  a q u e l l a  
( P e s tk a ,  1 9 7 0 ) .  Tiene a su  vez e f e c t o  e s t im u l a n te  en l a  f i ­
j a c i ô n  de aa-tRNA a r ibosomas (Vâzquez, Monro, 1967) ,  no 
conoc iéndose  su  i n t e r a c c i ô n  sobre  l a  de p ep t i l - tR N A .
G ougero t ina  es un a n t i b i ô t i c o  - a i s l a d o  de S trep tom y­
ces  g o u g e r o t t i  de amplio e s p e c t r o  pero  de poco v a l o r  t e r a -  
p e u t i c o  p o r  su  e lev ad a  t o x i c i d a d  en mamiferos ( C l a r k , 1967).
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Es i n h i b i d o r  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  en e x t r a c t o s  c e l u l a r e s  
de E, C o l i  (C la rk  y G unther ,  1965),  a s i  como de h igado  de 
r a t a  (S in o h a ra  y Sky-Peck, 1965) y de r e t i c u l o c i t o s  de co -  
n e jo  (C la rk  y Chang, 1965; Cas jens  y M o r r i s ,  1965) .  Su i n ­
h i b i c i ô n  en l a  i n c o r p o r a c iô n  de aminoacidos en p é p t id o s  t i e  
ne l u g a r  después de que e s t o s  se han  un ido  a l  c o r r e s p o n -  
d i e n t e  tPNA (C la rk  y Chang, 1965).  Debido a su  s i m i l i t u d  e s -  
t r u c t u r a l  a pu rom ic ina  se pensô que p u d i e r a  t e n e r  un méca­
nisme de a cc iô n  anâlogo a e s t a ,  p e ro  l o s  a u t o r e s  a n t e r i o r e s  
m o s t ra ro n  que no e r a  e s t e  e l  c a s o ,  ya  que g o u g e ro t in a  no 
se  u n i a  a l a  cadena p e p t i d i c a  en fo rm ac iô n .  Se ha v i s t o  que 
in h ib e  formaciôn"de en lace  p e p t i d i c o  bloqueando l a  r e a c c i ô n  
de f ragm en tes  (Monro, Vâzquez, 1967) .  -^n exper im en tos  de 
fo rm aciôn  de A c - f e n i l a l a n i l - p u r o m i c i n a  ( P e s tk a ,  1970; p o l i -  ' 
l i s i l - p u r o m i c i n a  (Goldberg y M i t s u g i ,  1967) ,  a m ic e t in a  s é ­
r i a  p a r a  P e s tk a  i n h i b i d o r  c o m p e t i t iv o  r e s p e c t e  a p u ro m ic i ­
n a ,  m ie n t ra s  que p a r a  Goldberg s é r i a  de t i p o  co m p e t i t iv o  
m ix te .  Respec te  a su  e f e c t o  en f i j a c i ô n  de aa-tRNA a r i b o ­
somas a a l t a  c o n c e n t r a c iô n  de magnesio ,  no es a f e c t a d a  e s ­
t a  (Vâzquez, Monro, 1967),  s iendo  e s t im u la d a  cuando se e f e c -  
t u a  enz im âticam ente  (Yukioka y Morisawa, 1969) .  Oon r e s p e c ­
t e  a l a  f i j a c i ô n  d e l  anâlogo de p e p t id i l - tR N A ,  g o u g e r o t in a  
e s t i m u l a  l a  a c c iô n  de A c e t i l - f e n i l a l a n i l - t R N A  a l  r ibosom a 
(H erne r ,  Goldberg y Cohen, 1969).
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E sp e r so m ic in a  es une de l o s  a n t i b i ô t i c o s  p ro d u c id o s  
por  S trep tom yces  s p e r s ô g e n e s ,  in h ib e  c r e c im ie n to  de muchos 
organismes in c lu y en d o  b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y n e g a t i v e s ,  
c é l u l a s  de m am iferos ,  l e v a d u ra s  y  mohos (Owen, D ie tz  y Ca- 
m iener ,  1 962) ,  hab iéndose  empleado como a n t i t u m o r a l  con e l  
in c o n v e n ie n te  de p r e s e n t e r  t o x i c i d a d .  ^unque queda i n h i b i -  
da l a  s i n t e s i s  de DNA y RNA en c é l u l a s  de E. C o l i  con c r e ­
c im ie n to  p a r c i a i m e n t e  i n h i b i d o  p o r  e s p e r so m ic in a  su s i t i o  
p r im a r io  de ac c iô n  es a n i v e l  de l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  
( S l e c t a ,  1 9 6 5 ) .Es un i n h i b i d o r  muy a c t i v e  de s i n t e s i s  de 
p o l i p é p t i d o s  en e x t r a c t o s  de E. C o l i  (Goldberg  y M i t s u g i ,
1966) ,  y de r e t i c u l o c i t o s  de cone jo  (Colombo, F e l i c e t t i  y 
B a g l i o n i ,  1966) .  Corresponde e l  grado de i n h i b i c i ô n  de s i n ­
t e s i s  de p r o t e i n a s  i n  v i t r o  a l  t i p o  de mRNA empleado, no 
p ro duc iendo  e r r o r e s  de l e c t u r a  de m ensa je ro  n i  in h ib ie n d o  
f i j a c i ô n  de aminoacil- tRNA a r ibosom as d i r i g i d a  po r  mRNA 
(Vâzquez y Monro, 1967; Goldberg y M i t s u g i ,  1967a) .  B lo­
ques  fo rm ac iôn  de en la c e  p e p t i d i c o  a l  i g u a l  que lo  hacen 
g o u g e r o t in a  y a m ic e t in a  t a n t o  en r ibosom as 70S (Monro y 
Vâzquez, 1967) ,  como en r ibosomas 80S ( B a t t a n e r ,  T es i s  doc­
t o r a l ,  1 9 7 1 ) ;  im pid iendo  l a  i n c o r p o r a c iô n  de una m olécula  
de l i s i n a  a una cadena  de p o l i l i s i l - t R N A  f i j a d a  prev iam en­
t e  a l  r ibosom a (Goldberg  y M i t s u g i ,  1967) ,  s i n  que e s t a  a c -
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c i o n  i n h i b i d o r a  pueda s e r  r e v e s t i d a  p o r  c o n e e n t r a c io n e s  c r e -  
c i e n t e s  de f i s i l - tR N A .  En expe r im en tos  ana logos  a lo s  d es -  
c r i t o s  p a r a  g o u g e ro t in a ,  e s p e r s o m ic in a ,  se m ues tra  i n h i b i ­
do r  co m p e t i t iv o  con r e s p e c t e  a l a  p u ro m ic in a  en r e a c c i o n  de 
e s t a  con A c e t i l - f e n i l a l a n i l - t R N A  ( P e s tk a ,  1970) y con p o l i -  
l i s i l - t R N A  (Godberg y M i t s u g i ,  1967) .  Asimismo Ravel y c o l .  
( 1 9 7 0 ) m o s t ra ro n  in h ib e  f i j a c i o n  e n z im a t i c a  de a m in o a c i l -  
tRNA. De lo  a n t e r i o r  p o d ia  c o n c l u i r s e  que e s p e r so m ic in a  
i n t e r a c c i o n a  con e l  c e n t r e  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a  en e l  s i t i o  
a c e p t o r ,  s i n  embargo no se co n o c ia  e l  mécanisme po r  e l  c u a l  
i n h ib e  fo rm ac ion  de en lace  p e p t i d i c o  n i  tampoco l a s  i n t e -  
r a c c i o n e s  que p r é s e n t a  con e l  s u s t r a t o  donador;  con n u es -  
t r o  t r a b a j o  se dem uestra  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  p roduce  un 
b lo q u e amien te  d e l  s u s t r a t o  donador ,  no r e v e s t i d o  p o r  e l  s u s ­
t r a t o  a c e p t o r .  ï r a b a ja n d o  con A c - f e n i l a l a n i l - tR N A  (Herner  
y  Goldberg ,  1969; J imenez,  Monro, Vâzquez, 1970) ,  se ha  co-  
r ro b o ra d o  e l  e f e c t o  e s t im u la d o r  de e s p e r s o m ic in a  so b re  e s ­
t o s  s u s t r a t o s .  A p a r t i r  de l o s  r e s u l t a d o s  aqu i  o b te n id o s  
se  propone un mecanismo de su  a c c iô n  i n h i b i d o r a  sob re  s i n ­
t e s i s  de p r o t e i n a s .
P a r a  e s t a  s e r i e  de a n t i b i ô t i c o s ,  r e p r é s e n t a n t e s  de 
l o s  p r i n c i p a l e s  grupos de i n h i b i d o r e s  de b i o s i n t e s i s  de p r o ­
t e i n a s  a n i v e l  de c r e c im ie n to  de l a  cadena  p e p t i c i c a ,  se han
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e s tu d ia d o  l a s  i n t e r a c c i o n e s  que p r e s e n t a n  con p e p t i d i l - t r a n s  
f e r a s a  m edian te  l a s  r e a c c io n e s  de p u ro m ic in a ,  fragmento y 
n u e s t r o  metodo de f i j a c i o n  de s u s t r a t o s  s i m p l i f i c a d o s .  E s te  
t r a b a j o  c o n t r ib u y e  a l o c a l i z a r  sus  l u g a r e s  de u n io n  a l  r i b o ­
soma con r e s p e c t o  a l o s  s i t i o s  a c e p to r  y donador de p e p t id o  
de e s t e  enzima r ib o so m ic o .
Métodos. y M a te r i a l  es
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Ribosomas 70S de B. C o l i
Dada l a  n a t u r a l e z a  r i b o n u c l e o p r o t e i c a  de l o s  r i b o s o ­
mas y deb ido  a su  f â c i l  d eg rad ac iô n  p o r  enzimas de a c t i v i -  
dad r i b o n u c l e â s i c a ,  se p a r t i ô  de c é l u l a s  de E s c h e r i c h i a  Co­
l i  MRE 600 (Carnmack y ï ïade, 1965) y DIO ( G e s te la n d ,  1966) ,  
cuyos r ibosom as  a l  c a r e c e r  de R ib o n u c le a sa  I  son  mas d i f i -  
c i lm e n te  d e g r a d a b le s .
Las c é l u l a s  E. Co l i  I.'IRE 600 fu e ro n  c r e c i d a s  p o r  Mi­
c r o b i o l o g i c a l  R esea rch  S t a t i o n ,  P o r to n ,  Gran B re tah a  en c u l ­
t i v e  c o n t i n u a  a 57-0 en co n d ic io n es  de ca rbone l i m i t a n t e ,
El c u l t i v e  se e n f r i o  a 4^0, l a s  c é l u l a s  se  r e c o g i e -  
ro n  p o r  c e n t r i f u g a c i o n  a 4QC; s ien d o  a c o n t in u a c iô n  lavados  
p o r  r e s u s p e n s i ô n  en s o lu c iô n  tampôn de T ris -C IH  10 mil, Mg 
(Ac)2  10 mî.I, pH f i n a l  7 ,4 .  Las c é l u l a s  l a v e d  as se v o l v i e r o n  
a c e n t r i f u g e r ,  se  c o n g e la ro n  râp idam en te  en p o rc io n e s  de 
100 g r .  conservandose  a -20^C en b o i s a s  de p o l i e t i l e n o .
Las c é l u l a s  de E. C o l i  RIO fu e ro n  c r e c i d a s  p o r  New 
England Enzyme C e n te r ,  T u f t s  U n i v e r s i t y ,  B os ton ,  en medio 
de t r i p t o n a  a 57-0 con a i r e a c i ô n  f o r z a d a  h a s t a  f a s e  l o g a -  
r i t m i c a  t a r d i a  ( a l r e d e d o r  de 10^ c é l u l a s  p o r  ml) en cuyo 
memento se  p a r é  l a  a i r e a c i ô n ,  r e co g ién d o se  l a s  c é l u l a s  po r  
c e n t r i f u g a c i ô n  c o n t in u a  a t e m p e r a tu r e  am bian te ;  l a  p a s t a  
c e l u l a r  r e c o g i d a  se d i v i d i ô  en p o rc io n e s  de 50 a. 40 g. eue 
se  c o n g e la ro n  y gua rdaron  a -20^0 .
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Se s i g u i e r o n  dos métodos de p r e p a r a c i é n  de r ibosom as:  
Método I ,  anâlogo a l  d e s c r i t o  p o r  N ish iz u k a  y  Lipmann (1965) 
y Método I I ,  d e s c r i t o  po r  S t a e h e l i n ,  M ag lo t t  y Monro (1969) 
basados  ambos en l a  r u p t u r a  de l a s  c é l u l a s  p o r  t r i t u r a c i ô n  
con alum ina ,  s e p a r a c i é n  de r ibosomas de o t r a s  e s t r u c t u r a s  
s u b c e l u l a r e s  y p u r i f i c a c i o n  por  c e n t r i f u g a c i ô n  en c o n d i c io ­
nes i o n i c as adecuadas .
Método I . -  Durante todo  e l  p ro ce so  se  opéré  e n t r e  0
y 4°C.
a) Ruptura  de c é l u l a s  y a i s l a m ie n t o  de r ibosom as:  Las c é l u -  ’ 
l a s  se t r i t u r a r o n  en m ortero  en p r e s e n c i a  de a lumina en 
p r o p o rc iô n  de dos gramos de a lumina p o r  gramo de c é l u l a s ,  
d u ran te  5 m inu tes .  Se anadiô  DNasa, p u r i f i c a d a  e l e c t r o -  
f o r é t i c a m e n t e , con o b je to  de d i s m in u i r  l a  v i s c o s i d a d  de l  
medio en p ro p o rc iô n  de^jlg de DNasa p o r  gramo de c é l u ­
l a s  co n g e lad a s .  Se s i g u i ô  t r i t u r a n d o  d u ra n te  20 minutes  
h a s t a  o b te n e r  una c o n s i s t e n c i a  p a s t o s a .  A c o n t in u a c iô n  
l a  p a s t a  c e l u l a r  se e x t r a j e  con s o l u c i ô n  tampôn A ( T r i s -  
CIH pH 7 ,5  10 mlvl, (Ac)2 Mg 10 mM, AcNÏÏ^ 100 mM, jgMZ 5 mM) 
en p ro p o rc iô n  de 5 ml p o r  gramo de c é l u l a s .  Se c e n t r i ­
fugé a 5 .000 g. d u ran te  50 min. p a r a  e l i m i n a r  a lum ina ,  
c é l u l a s  e n t e r a s ,  separândose  r e s t e s  de p a r e d e s ,  membra- 
nas y o t r o s  o rgânu los  por  c e n t r i f u g a c i ô n  en Spinco a
5 0 .0 0 0  g. d u ra n te  50 m i n . , r e s u l t ando e l  l lamado e x t r a c t o
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crudo S^Q. A c o n t in u a c iô n  se  s ed im en ta ro n  lo s  r ibosomas 
p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a 150.000 g d u ra n te  120 min.
b )  P u r i f i c a c i ô n :  El lavado  de r ibosomas t i e n e  p o r  o b je to
e l i m i n a r  l a  mayor p a r t e  de p r o t e i n a s  f i j a d a s  a  l o s  mis­
mos ya s e a  p o r  a d h e re n c ia  o p o r  in te rm e d io  de tRNA a l  
mismo tiempo que s e p a r a r  r e s t e s  de tRNA y de mRNA. Pa­
r a  e l l e  l o s  r ibosomas o b te n id o s  en e l  paso  a n t e r i o r  se 
r e s u s p e n d i e r o n  en s o lu c iô n  tampôn de b a j a  c o n c e n t r a c iô n  
de io n e s  y a l t a  c o n c e n t r a c iô n  de iones  NH^ "^  ( T r i s -
CIH pH 7 ,5  10 mM, (Ac)gMg I  mM, AcNH^ 500 mM, |3me 5 mM) 
se  c e n t r i f u g a r o n  a 5 0 .0 0 0  g d u ra n te  50 min. p a r a  s e d i ­
ment a r  ag regados  y de nuevo 120 min. a 150.000 g. Se é l i ­
miné l a  f r a c c i ô n  no sed im en tab le  y l a  capa  p r o t e i c a  de 
to n e  p a rd o  que quedaba sob re  l o s  r ibosomas e r a  e l im in a -  
da p o r  e n é r g i c a  y r â p i d a  a g i t a c i ô n  con 1-2  ml de s o l u ­
c iô n  taÈpôn .  Los r ibosomas se  r e s u s p e n d ie r o n  en e l  m in i­
me volumen m ane jab le  con s o lu c i ô n  tampôn (A) y se c l a r i -  
f i c a r o n  p o r  l i g e r a  c e n t r i f u g a c i ô n  a 2 .000  g d u ra n te  10 
min. p a r a  e l i m i n a r  r e s t e s  de m a t e r i a l  f l o c u l a n t e .
Con o b j e t o  de e l i m i n a r  l a s  cadenas p e p t i d i c a s  f i j a s  toda- 
v i a  a l o s  r ibosom as p o r  e l  s i t i o  donador o s i t i o  P ,  l o s  
r ibosom as  e x c e p te  en e l  caso en que se  in d iq u e  fu e ro n  
. incubados  a 57-6 d u ra n te  50 min. con 0 ,1  mM Purom ic ina ,  
s ie n d o  d i a l i z a d o s  8 h o ra s  c o n t r a  200 veces  su volumen
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de s o lu c iô n  tampôn A a 0^0 p a r a  e l i m i n a r  r e s t e s  de PM.
Metodo I I . -  En todo e l  p ro ceso  se  operô ,  s i  no se 
i n d i c a  l o  c o n t r a r i o ,  e n t r e  0 y 490. Por e s t e  método l a  rup  
t u r a  y a i s l a m ie n t o  de r ibosomas es an â lo g a  a l a  e f e c tu a d a  
en e l  Método I ,  pe ro  e l  lavado  de r ibosomas se e f e c tu ô  p o r  
c e n t r i f u g a c i ô n  a t r a v é s  de una capa  de s a c a r o s a  de a l t o  
co n ten id o  en iones  NH^. P a r a  e l l e  e l  e x t r a c t o  crudo (S^q) 
se  co locô  en tubos  de c e n t r i f u g e  sobre  i g u a l  c a n t i d a d  (6 ml) 
de T ris-C IH  pH 7 ,5  20 mM, (Ac)2Mg 20 mM, AcNH^ 500 mM, |3ME 
5 mlvl, cu idando de no m ezclar  ambas ca p as .  Se c e n t r i f u g é  a
1 4 5 .0 0 0  g d u ra n te  7 bo ras  50  m i n . , se é l im in é  e l  sob renadan  
t e  y l a  capa p r o t e i c a  a d h e r id a  a l  sed im ento  se d esp ren d iô  
p o r  a g i t a c i ô n  con s o lu c iô n  tampôn (A). Los r ibosom as se r e ­
su s p e n d ie ro n  en e l  minime volumen d e l  mismo tampôn y c l a r i -  
f i c a r o n  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a 2000 g d u ra n te  2 0 . min.
Excepte  en e l  caso en que se  in d iq u e  se  e f e c tu ô  t r a t a -
m ien to  de S^q con 0 ,1  mM de Purom ic ina  p o r  in c u b a c iô n  a 57-0
d u ra n te  50 m i n . , p o s t e r i o r  e n f r i a m ie n to  y c e n t r i f u g a c i ô n  -
»
s o b re  capa  de s a c a r o s a  p r o s ig u ié n d o s e  como se  ha  in d ic a d o  
a n t e r i o r m e n t e .  El t r a t a m i e n t o  con Purom ic ina  en e s t a  f a s e  
de o b te n c iô n  de r ibosom as ,  t i e n e  l a  v e n t a j a  de que a l  e s t a r  
p r é s e n t e  en l a  in c u b ac iô n  enzimas d e l  s o b re n a d a n te ,  l a  puro 
m ic in a  no s ô lo  é l im in a  l a s  cadenas de p e p t id i l - tR N A  f i j a d a s  
a s i t i o  P s in o  que l a s  f i j a d a s  a s i t i o  A a l  p r o d u c i r s e  l a
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t r a s l o c a c i o n  pasan  a s i t u a r s e  a l  s i t i o  r e a c t i v o  con pnromi­
c i n a  o s i t i o  P ,  con lo  que t i e n e  l u g a r  una mayor e l im in a -  
c i ô n  de cadenas p e p t i d i c a s .
Los r ibosomas o b ten id o s  p o r  ambos métodos e ra n  ropar-  
t i d o s  en volùmenes de 0 ,2  ml p a r a  su c o n s e rv a c iô n  en l i ­
qu ide  . En e s t a s  c o n d ic io n e s  m anten ian  su  a c t i v i d a d  s i n  cam- 
b io  a p r e c i a b l e  v a r i e s  meses y aûn después de s u f r i r  de dos 
a t r è s  d e s c o n g e l a c i o n e s .
El r en d im ien to  d e l  método I  o s c i l ô  e n t r e  Ô,B y 1 ,2  % 
e l  d e l  método I I  e n t r e  1 y 1 ,5  % ( p / p ) , , expresado  en peso  
seco  de 70S c a lc u la d o  a p a r t i r  de LO^^Q a peso  de p a s t a  de 
c é l u l a s  c o n g e la d a s .  Se asumio que de pese '  seco de r i ­
bosomas é q u iv a le  a 17  un idades  de d en s id ad  o p t i c a  a 260 m|i 
( T i s s i è r e s  y c o l . ,  1959; H i l l ,  1970).  Las d e te rm in ac io n e s  
de d e n s id ad  o p t i c a  se  e f e c tu a r o n  en un e s p e c to fo té m e t ro  
UNICAM.
Subunidades r ib o so m a les  de S. C o l i . -
Se u t i l i s é  una m o d i f ic a c iô n  d e l  método d e s c r i t o  po r  
( S t a e h l i n ,  M aglo t t  y Monro, 1969) que c o n s i s t e  en l a  con­
v e r s i o n  de l a s  p a r t i c u l e s  r ib o sé m ic a s  70S en sus  componen- 
t e s  de c o e f i c i e n t e  de s e d im e n ta c ié n  50S y 50S po r  e x p o s i -  
c i ô n  a c o n c e n t r a c io n e s  b a j a s  de iones  Mg^^ en p r e s e n c i a  de 
a l t a s  c o n c e n t r a c io n e s  de io n es  amonio s e g u id a  de l a  s é p a r a -
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c i o n  de d ic h a s  subunidades  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a t r a v é s  de 
un g r a d i e n t e  l i n e a l  de sacarosa.
a) D is o c ia c io n  de p a r t i c u l e s  7 0 3 . -  El sed im ento  de r i b o  
somas 70s  o b ten ido  como se  i n d i c a  en e l  a p a r t ado an­
t e r i o r  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a I 5O.OOO g, se  r e s u s p e n d iô  
en una pequena c a n t id a d  de s o l u c iô n  tampôn AcNH^
500  mM, (Ac)2Mg 0 ,1  mM, T ris -C IH  pH 7,5  20 mlvî. E s to  
d i s o c i a  in s t a n tâ n e a m e n te  lo s  r ibosomas en 508 y 5O8 .
A c o n t in u a c iô n  se d i a l i z ô  d u ra n te  5 h o ras  a 090 con­
t r a  200 veces  su  volumen de (Ac)2Mg I  mM, AcNH^ 5OO 
mM, T ris -C IH  20 mM, |3ME 5 pH f i n a l  7,5» Es impor­
t a n t e  a j u s t e r  e l  pH a 7,5 ya que con v a l  o res  mâs b a -  
jos  no se produce com plé ta  d i s o c i a c i o n .  Seguidamente 
se d i l u y e r o n  ribosomas con l a  misma s o lu c iô n  h a s t a  
50 ml de modo que quedasen a una concentraciôn f i n a l  
de 5 mg/ml. Opérande con c o n c e n t r a c io n e s  mayores de 
r ib o so m as ,  l o s  50S o b te n id o s  c o n t e n ia n  c a n t id a d e s  
s i g n i f i c a t i v e s  de subun idades  5O8 p o r  l o  que e r a  n e -  
c e s a r i o  un nuevo p ro ce s o  de p u r i f i c a c i ô n .
En l o s  casos  en que po r  c o n v e n ie n c ia  p r e p a r a t i v e  se 
p a r t i ô  de 70S en s o l u c i ô n  tampôn s t a n d a r d ,  se d i lu y ô  
d ic h a  s o lu c iô n  h a s t a  3 mg p o r  ml p a r a  un volumen f i ­
n a l  de 30 ml con AcHH^ 500 mM (Ac)2Mg 0 ,1  mM, T r i s -  
CIH pH 7,5 20 ml.;, p ME 5 mM, d i a l i z  endos e d u ran te
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5 h o ra s  a 09C c o n t r a  2 l i t r o s  de s o lu c iô n  de l a s  
mismas co n d ic io n e s  i ô n i c a s  que l a s  empleadas en l a  
d i a l i s i s  i n d i e adas a n t e r io r m e n te .
De e s t a  manera, l o s  r ibosomas ya  d i s o c ia d o s  queda- 
ban p re p a ra d o s  p a r a  e l  a i s l a m i e n t o  de subun idades  
po r  c e n t r i f u g a c i ô n  en g r a d i e n t e .
b )  P r e p a r a c i ô n  de g r a d i e n t e s . -  Las co n d ic io n e s  i ô n i c a s  
de l a s  s o lu c io n e s  de s a c a r o s a  empleadas fu e ro n :  
(Ac)2Mg I  mM, ITH^ Ac 100 mM, T ris -C IH  10 mlVI ( pME 5 x 
10 pH f i n a l  7,5* Los g r a d i e n t e s  l i n e a l e s  u t i l i -  
zados se formaron en a p a ra to  e s p e c i a l  p a r a  e l  e f e c ­
t o  (Campbell y S a r g e n t ) .  En tubos  de 58 ml d e l  r o t o r  
SW 25-2  se formaron $4 ml de g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  
de 25 a 7 % ( p / v ) .  En e l  t e r c i o  s u p e r i o r  d e l  tubo se 
co locô  o t r o  g r a d i e n t e  l i n e a l  formado con 10  ml;l de s£  
l u c i ô n  de s a c a r o s a  a l  4 % y 10 ml de l o s  r ibosomas 
p ro c é d a n te s  de l a  d i â l i s i s .  Se de jô  r e p o s e r  a 490 du 
r e n t e  una o dos h o ra s  y se  c e n t r i f u g ô  d u ran te  16 ho­
r a s  a 290.
c)  c)  A is la m ie n to  de s u b u n id a d e s . -  E fe c tu a d a  l a  c e n t r i f u ­
g ac iô n  en l a  p a r t e  media b a j a  d e l  tubo de c e n t r i f u g e  
l a s  p a r t i c u l e s  5OS forman una banda v i s i b l e  a l  i l u -
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minar e l  tubo sobre  un fonde o scu ro .  Se r e c o g i e r o n  
con l a  ayuda de una p i p e t a encorvada  en su extreme 
en forma de U de modo que e l  o r i f i c i o  de l a  p i p e t a  
quedase siempre d u ra n te  l a  a s p i r a c i ô n  en medio de 
l a  banda.  La a s p i r a c i ô n  se h iz o  con l a  ayuda de 
una v â l v u l a  de goma o p r o p i p e t a .  En lo s  ca so s  que 
se  tuvo  d i f i c u l t a d  en v e r  l a  banda o p a l in a  de 508 
y siempre habiendo u t i l i z a d o  l a s  co n d ic io n e s  de 
c e n t r i f u g a c i ô n  in d ic a d a s  a n t e r i o r m e n te ,  se r e c o g iô  
l a  mayor p a r t e  de $08 a s p i ra n d o  10 ml de l a  s o l u ­
c iô n  de l a  zona media b a j a  d e l  tu b o ,  t e n ie n d o  l a  
p r e c a u c iô n  que l a  c u r v a t u r a  de l a  p i p e t a  e s t u v i e r a  
de c e n t im e t r e  a c e n t im e t r e  y medio p o r  encima d e l  
sedimento  de 50S. La s o l u c i ô n  de $08 se a j u s t ô  a 
(Ac)2Mg 10 mM, debido  a l a  i n e s t a b i l i d a d  de e s t a s  
p a r t i c u l a s  en b a j a  c o n c e n t r a c iô n  de Mg. Se concen-  
t r ô  p o r  d i l u c i ô n  a l  doble con s o lu c iô n  tampôn A y 
c e n t r i f u g a c i ô n  d u ran te  8 h o ra s  a 1 5 0 .0 0 0  g. o po r  
p r e c i p i t a c i ô n  con 2 ,5  volùmenes de e t a n o l  a - 20^0 
y c e n t r i f u g a c i ô n  d u ra n te  15 min. a 2 .000 g. En e l  
u l t im e  caso  p a r a  e l i m in a r  r e s t e s  de e t a n o l ,  e l  s e ­
dimento se r e s u s p e n d iô  en s o l u c i ô n  tampôn A (unos 
10 ml) y se  c e n t r i f u g ô  d u ra n te  8 h o ra s  a I 5O.OOO g. 
F ina lm en te  lo s  r ibosomas se r e s u s p e n d ie r o n  en unos
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0 ,5  ml de s o l u c i ô n  A y c l a r i f i c a r o n  p o r  l i g e r a  cen­
t r i f u g a c i ô n .
En e l  fonde d e l  tubo  de c e n t r i f u g e  apa rece  e l  s e d i ­
mento de 50s  que se  lav ô  l ig e ra m e n te  p a r a  e l i m i n a r  
s a c a r o s a ,  r e s t e s  de m a t e r i a l  f l o c u l a n t e  y  $0S a r r a s -  
t r a d o s , se r e s u s p e n d iô  en e l  minime volumen de s o l u  
c i ô n  tampôn A y c l a r i f i c ô  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  d u ra n te  
10 min. a 2 .000  g.
Tanto l a s  subun idades  503 como l a s  $0S fu e ro n  d i s -  
t r i b u i d a s  en pequenos volùmenes p a r a  su  c o n s e rv a ­
c i ô n  en l i q u i d e ,  manteniendo su a c t i v i d a d  en e s ­
t a s  c o n d ic io n e s  d u ra n te  v a r i e s  meses.
d) Grado de p u r e z a . -  Se c o n t r o l ô  m edian te  l a  l e c t u r a  
d e l  e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  a 260 mji de un g r a d i e n t e  
a n a l i t i c o  de l a s  subun idades  a b a j a  c o n c e n t r a c iô n  
de Mg^^. Las c o n d ic io n e s  i ô n i c a s  d e l  g r a d i e n t e  f u e ­
ro n  (Ac)2Mg I  mM, AcMî^ 100 mlvî y T ris -C IH  pK 7 ,5  
10 mlvi. En tubos  de 7 ml de r o t o r  SW 50 se  formaron 
5 ml de g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  de 20 a l  5 % ( P / v ) .  
Sobre e l l e s  se c o lo c a ro n  r e s b a la n d o  cuidadosamente  
sob re  l a s  p a red es  0 ,0 5  mg/ml de subunidades  5OS en 
0 ,1  ml de Mg(Ac)2  0 ,1  mlvl, AclLH  ^ lOOmM y Tris -CIH  
pH 7 ,5  10 mlvl.
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Se c e n t r i f u g ô  du ran te  80 min. a I 5O.OOO g y 290 y 
ley ô  ab s o rb a n c ia  a 260 nji en un e s p e c to fo tô m e t ro  
I s c o  con r e g i s t r e  g r â f i c o  c o n t i n u e .  En e s t a s  co n d i­
c io n e s  i ô n i c a s  no t i e n e  l u g a r  l a  fo rm aciôn  de a g re ­
gados r ibosôm icos  quedando a s i  r e s u e l t o s  l o s  p ic o s  
de 50s  y 30s .  En f i g .  1 ap a rece n  l o s  e s p e c t ro s  de 
a b s o rc iô n  de l a s  subunidades  503 y $0S de una de 
l a s  p r e p a r a c io n e s  o b t e n id a s .
Nûcleos r i b o s o m a l e s .
Se s i g u i ô  e l  método d e s c r i t o  po r  S t a e h e l i n ,  M ag lo t , 
y Monro (1969) ,  basado en l a  d i s o c i a c i ô n  e s c a lo n a d a  de l a s  
p a r t i c u l a s  r ib o so m a le s  en p r o t e i n a s  y s u b p a r t i c u l a s  r i b o -  
n u c l e o p r o t e i c a s  a l  s e r  som etidos  a c e n t r i f u g a c i ô n  en g r a ­
d i e n t e  de ClCs.
Sometiendo l a s  subun idades  508 a c e n t r i f u g a c i ô n  en 
g r a d i e n t e  de GlGs h a s t a  e q u i l i b r i a  de d e n s id a d ,  se  forman 
t r è s  bandas con una den s id ad  aproximada de 1 ,62  g/cm^,
1 ,6 5  g/cm^ y 1 ,6 8  g/crn^. Las p a r t i c u l a s  r e c o b ra d a s  de d i ­
chas  bandas son conoc idas  como oC , |3 y Y r e s p e c t i v a -
mente.  Al mismo tiempo se s e p a ra n  un grupo e s p e c i f i c o  de 
p r o t e i n a s  de d ic h a s  p a r t i c u l a s  segûn e l  esquema s i g u i e n t e *
0.05
S 0
o 0.1 o
60S
0.05
0
30S
2,5 0
ml
ig .  1 P e r f i l  del g r a d i e n t e  d e  s a c a r o s a  p a r a  la  e s t im ac io n  d e  p u r e z a  de  S u b u n i -  
a d e s  5 0 S  y 3 0 S  . L a  p r e p a r a c i ô n  y f r a c c io n a m ie n to  de  g r a d i e n t e s  s e  e f e c t u a r o n ,  
omo s e  indica  en  tex te .
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^ ^ 5 0 -  oé  p  -  Y
De modo que l a s  p a r t i c u l a s  r e s u l t a n  de l a  s a l i d a  de un 
grupo e s p e c i f i c o  de p r o t e i n a s  de l a  subunidad  50S, s i e n ­
do l a s  p a r t i c u l a s  j3 y y c o n s e cu e n c ia  de l a  s e p a r a c i ô n  de 
p r o t e i n a s  Sp^ __ p y 8 p p _ y  de l a s  p a r t i c u l a s  y p r e s ­
p e c t  ivamente •
a)  P r e p a r a c i ô n  de g r a d i e n t e s  i s o p i c n i c o s . -  P a r a  p r e p a r a r  
l a  s o l u c i ô n  de ClCs de p a r t i d a  se  d i s o l v i e r o n  55 g de 
ClCs en 53 ml de agua y se anadiô  1 ,5  ml T r i s  pH 7 ,4  
1 M. La s o lu c iô n  a s i  p r e p a r a d a  se  p u r i f i c ô  p o r  t r a t a ­
miento con ca rbôn  v e g e t a l  que se  e l im in ô  por  f i l t r a c i ô n  
en bu ch n e r .  Se a j u s t ô  pH a 7 ,5  con CIH y e l  i n d i c e  de 
r e f r a c c i ô n  con ClCs s ô l i d o  de manera que l a  s o lu c i ô n  
f i n a l  quedô con una d en s id ad  p = 1 , 9 0 0 , i n d i c e  de r e ­
f r a c c i ô n  }j = 1 ,4 1 7 8  -  1 ,418  y c o n c e n t r a c iô n  d e l  65 % 
p e s o /p e s o .
En l o s  g r a d i e n t e s  l a  den s id ad  f i n a l  fué  P= 1 ,60  -  1 ,62  
y c o n c e n t r a c iô n  aproximada d e l  41 % de ClCs ( p e s o /p e s o ) .  
P a r a  t r è s  tubos  de 5 ml se h iz o  una mezcla con un v o lu ­
men f i n a l  de 10 ml que c o n t e n i a  6 ,8  ml de s o l u c iô n  de 
ClCs (Ac)pKg 10 ml.i, y subunidades  5OS 10 mg/ml de E. Co­
l i  D-10. Se d i s t r i b u y ô  exactamente  e n t r e  lo s  t r è s  tubos
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p a r a  e v i t a r  descompensaciones y se  puso en l a  p a r t e  su ­
p e r i o r  p a r a  e v i t a r  e l  g a s to  i n n e c e s a r i o  de ClCs,  unos 
f l o t a d o r e s  de c o n s i s t e n c i a  e s p e c i a l  p a r a  e l  e f e c t o  o en 
su  a u s e n c i a  0 ,2  ml de agua d e s t i l a d a  y 1 ,7  ml de p a r a f i -  
,na l i q u i d a .  El agua é v i t a  l a  p r e c i p i t a c i ô n  d e l  ClCs en 
c o n t a c t e  con l a  p a r a f i n a .  Se c e n t r i f u g ô  en un r o t o r  SV/- 
50 a 45500  rpm d u ran te  20 h o ra s  a 5-0 pa rândose  l a  cen­
t r i f u g a c i ô n  en a u s e n c ia  de f r e n o  p a r a  e v i t a r  l a  d i s t o r -  
s i ô n  d e l  g r a d i e n t e .
Debido a .q u e  l a s  p a r t i c u l a s  son  l a s  mâs i n e s t a b l e s  
aûn a a l t a s  c o n c e n t r a c io n e s  de Mg p o r  p a s a r  a p a r t i c u ­
l a s  |3 , a l a  c o n c e n t r a c iô n  de Mg u t i l i z a d o  a p a re c iô  en 
l a  s u p e r f i c i e  d e l  g r a d i e n t e  l a  f r a c c i ô n  p r o t e i c a  d e s i g -  
nada como SF^q_ p y en l a  p a r t e  media d e l  tubo dos ban-r 
das v i s i b l e s  sobre  fonde o scu ro ;  l a  s u p e r i o r  es l a  de 
p a r t i c u l a s  p y l a  i n f e r i o r  l a  de p a r t i c u l a s  Y . Menos 
tiempo de c e n t r i f u g a c i ô n  y menor c o n c e n t r a c iô n  de Mg 
se r e q u e r i a  p a r a  l a  o b te n c iô n  de p a r t i c u l a s  ©<c .
b )  Recogida de n û c le o s  r i b o s o m a l e s , -  Se q u i tô  c u id a d o s a -  
mente e l  f l o t a d o r  o l a  capa de p a r a f i n a .  En l a  p a r t e  su ­
p e r i o r  d e l  tubo  a p a r e c i a  l a  capa de p r o t e i n a  i n s o l u b i l i -  
zada p a r c i a lm e n te  en forma de p e l i c u l a  f l o t a n t e  y en l a  
p a r t e  media a p a r e c i a n  l a s  bandas de p a r t i c u l a s .  La p r o -
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t e i n a  se r e c o g i a  s o l u b i l i z â n d o l a  con 0 , 4  ml de ClLi 500 
mM, T r i s  20 mM y Mg 40 mlvl, r eco g ien d o  a c o n t in u a c iô n  l a s  
p a r t i c u l a s  con una j e r i n g a  p r o v i s t a  de a g u ja  l a r g a  de 
d iam et ro  b a s t a n t e  ancho y con extremo encorvado en forma 
de U. Majores r e s u l t a d o s  se o b te n ia n  con una a g u ja  c e r r a -  
da en e l  extremo con un o r i f i c i o  l a t e r a l  muy prôximo a 
e l . La a g u ja  se  i n t r o d u c i a  de modo que e l  o r i f i c i o  queda­
se  en e l  medio de l a  banda a r e c o g e r  y se  su b c io n ab a  e l  
l i q u i d e  cuidando de mantener  e l  o r i f i c i o  s iempre a n i v e l  
de l a  banda.  P a r a  e l im in a r  e l  ClCs se d i a l i z ô  l a  s o l u ­
c i ô n  de p a r t i c u l a s  c o n t r a  200 volùmenes de (Ac)2Mig 10 
mM, EDTA 0 ,5  mlvl, CINH^ 100 ml/I, T r i s -C IH ,  pH 7 , 4  20 ml.l 
pME 3 mM, d u ra n te  2 h o ras  a OSC con a g i t a c i ô n ,  guardân -  
dose p a r a  su  c o n s e rv a c iô n  en a l i c u o t a s  de 0 ,2  ml en 
l i q u i d e .  La p r o t e i n a  se d i a l i z ô  igua lm en te  pero  con ÎTH^
I  M y se  guardô en h i e l o  p a r a  e v i t a r  su de s n a t u r a l  i z a -  
c i ô n . '
Ribosomas de B a c i l l u s  s u b t i l i s . -
Las c é l u l a s  de B. S u b t i l i s  W-23 fu e ro n  c r e c i d a s  p o r  
l a  M i c r o b i o l o g i c a l  R esearch  S t a t i o n ,  P o r to n ,  Gran B re t a h a .  
P a r a  l a  r u p t u r a  y e x t r a c c i ô n  de r ibosomas se  s i g u i ô  e l  mé­
to d o  d e s c r i t o  p o r  Takeda y Lipmann (1966) .  En p r o p o r c iô n  de 
I  g r  de c é l u l a s ,  5 g r  de po lvo  de v i d r i o  B a l o t i n i  y 2 g r
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de s o l u c i ô n  tampôn que c o n t e n i a  T ris -C IH  pH 7 ,4  10 mM 
(Ac)2Mg 10 mM, p ME 5 mlvl, se  rom pieron  l a s  c é l u l a s  en un 
homogenizador t i p o  V i r t i s ,  a j u s t a d o  a 40 .000  rpm a p r o x i -  
madamente. P a r a  mantener  l a  t e m p e r a tu r a  p o r  deba jo  de 7-C 
e l  homogenizador se p a ra b a  después de un minute de fune  io  ^
nam ien to ,  d u ran te  unos m in u te s ;  r e p i t i é n d o s e  l a  homogenei- 
z a c iô n  nueve v e c e s .  La p a s t a  o b te n id a  se e x t r a j o  p o r  dos 
v eces  con medio volumen de l a  s o l u c i ô n  tampôn i n i c i a l  cen -  
t r i f u g à n d o s e  20 min. a 50.000 g. Las dos f racc iop .es  no s e ­
d im e n ta b le s  se combinaron y c e n t r i f u g a r o n  en l a s  c o n d i c i o ­
nes  a n t e r i o r e s .  A c o n t in u a c iô n  se  d e s c a r t ô  e l  sed im ento  y 
se  c e n t r i f u g ô  120 min. a 1 5 0 .0 0 0  g,  lav an d e  e l  sed im ento  
o b ten id o  p o r  r e s u s p e n s iô n  en s o l u c i ô n  tampôn Tris -CIH  pH
7 , 4  10 mM, (Ac)^Mg 10 m l v î ,  AcNH^ 100 mM y |3li'IE 5 ml'l y cen ­
t r i f u g a r o n  20 min. a 50.000 g. Se s ed im en ta ro n  de nuevo 
l o s  r ibosomas d u ra n te  150 min. a 5 0 .0 0 0  g. y se c l a r i f i c a ­
ro n  p o r  r e s u s p e n s iô n  p o s t e r i o r  en l a  misma s o l u c i ô n  tampôn, 
s e g u id a  de l i g e r a  c e n t r i f u g a c i ô n  (20 min. a 5 0 .0 0 0  g . ) .
El r e n d im ie n to  d e l  método, c a l c u l a d o  como en e l  ca ­
so de r ibosom as  de E. C o l i , o s c i l a b a  e n t r e  2 y 5 % (p /p )»  
Los r ibosom as e ran  r e p a r t i d o s  en volùmenes de 0 ,200  ml y 
conservados  en n i t r ô g e n o  l i q u i d o .  Se obse rvé  que e s t o s  r i ­
bosomas son  b a s t a n t e  i n e s t a b l e s  cuando se  conservaban  a O^C, 
aumentando su i n e s t a b i l i d a d  con l a  p r e s e n c i a  de io n e s  mono­
v a l e n t e s .  '
— 66 —
Ribosomas de A n ac y s t i s  monta n a .
El a l g a  azu l  A. montana c r e c i d a  p o r  e l  metodo d e s c r i -  
t o  p o r  M. Rodriguez-Lopez j  D. Vazquez (1 9 6 8 ) ,  nos fue  dona- 
da p o r  e l  Dr. Rodriguez Lopez. Las c é l u l a s  se  rom pieron  en 
un f r a c c i o n a d o r  R ib i  a $0.000 P s i ;  y l o s  r e s t e s  de p a re d e s  
y Eiembranas c e l u i  a r e s  se  e l im in a ro n  p o r  c e n t r i f u g a c i o n  $0 
min. a 2$ .000 g. Los r ibosom as fu e ro n  se p a rad o s  y l a v a d o s , 
como se ha  d e s c r i b e  p o r  Rodriguez-Lopez y Vazquez (1968 ) .
P r e p a r a c i o n  de Ac-(H^) Leu-tRNA.
El p ro c e s o  c o n s i s t i o  en l a  c a r g a  de tRNA con e l  ami- 
no ac id o  en p r e s e n c i a  de m oleculas  s u m i n i s t r a d o r a s  de e n e r -  
g l a  y de s i n t e t a s a s  p r é s e n t é s  en un e x t r a c t o  c e l u l a r  
A is la d o  e l  aminoacil-tRNA se p ro c e d iô  a su  a c e t i l a c i ô n  con 
a n h id r id o  a c é t i c o .  A c o n t in u a c iô n  d e s c r ib i r e m o s  cada  una 
de l a s  f a s e s  d e l  método, es d e c i r  o b te n c iô n  de e x t r a c t o  
^ 1 9 0 ’ r é a c c i o n  de c a rg a  y de a c e t i l a c i ô n .
a)  O b tenc iôn  d e l  e x t r a c t o  c e l u l a r  Se p a r t i ô  de 10 g
de c é l u l a s  de E. C o l i ,  p ro ced ié n d o se  a su  r u p t u r a  po r  
t r i t u r a c i ô n  a 0^0 con alumina como se  i n d ic ô  en l a  bb- 
t e n c i ô n  de r ibosomas de E. C o l i ,  Una vez e l im inados  de l  
l i s a d o  l o s  r e s t o s  de c é l u l a s  y a lum ina n e d i a n t e  c e n t r i -  
f u g a c iô n  de 15 a $0 min. a 5*600 g. se  s e p a r a n  l o s  r i b o ­
somas p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a I 5O.OCO g. d u ra n te  5 h o r a s .
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A l a  f r a c c i ô n  no s ed im en tab le  se  denomina e x t r a c t o  8. r-r^150
que c o n t i e n e  ju n to  con m olecu las  de b a j o  peso  m o le c u l a r ,  
como son aminoacidos y n u c l e o t i d o s ,  o t r a s  de peso  mole­
c u l a r  mayor como son ac id o s  n u c l e i c o s ,  p r o t e l n a s  de e lo n  
gac io n  y s i n t e t a s a s .  3e r e c o g i e r o n  lo s  dos t e r c i o s  su p e -  
r i o r e s  de e s t a  f r a c c i ô n  y se d i a l i z a r o n  d u ra n te  t o d a  l a  
noche c o n t r a  100 veces  s u  volumen de l a  s o lu c iô n  tampôn
que c o n t e n i a  Tris-CIH pH 7 ,5  20 mil, GlpMg 10 ml;î y 0 IvlE
1
10 mM, con o b je to  de e l i m i n a r  l o s  aminoacidos que a l t e -  
r a r i a n  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  en e l  p ro ce s o  de c a rg a .
En algunos ca so s  se  e l im in a ro n  l o s  âc id o s  n u c l e i c o s  por  
e l  método de p a r t i c i ô n  en f a s e s  d e s c r i t o  por  Okazaki y 
Kornberg (1964) .  El e x t r a c t o  o b te n id o  se  d i v i d i ô  en f r a c -  
c i o n e s ,  manteniéndose en n i t r ô g e n o  l i q u i d e  p a r a  su  con-  
s e r v a c i ô n .  Debido a l a  l a b i l i d a d  de l a s  s i n t e t a s a s ,  l a s  
f r a c c i o n e s  s ô lo  se desconge laban  una vez a n te s  de su use ,
El e x t r a c t o  a s i  ob ten ido  e r a  ensayado p a r a  v e r  su  capac i-  
dad de c a rg a  de tRNA u t i l i z a n d o  e l  mismo aminoâcido mar­
cade i s o tô p ic a m e n te  p a r a  e l  que se  deseaba  medir  l a  a c t i ­
v id a d  s i n t e t a s a .  Se p r e c i p i t a b a n  l o s  ac id o s  n u c l e i c o s  
anadiendo ac id e  t r i c l o r o a c é t i c o  f r i e  a l  5 % se
f i l t r a b a n  sobre  f i l t r e s  de v i d r i o  Vdiatman GF/B o GF/G y 
se media l a  r a d i o a c t i v i d a d  r e t e n i d a  que r e p r é s e n t a  l a  
c a n t i d a d  de aminoâcido unido a tRNA.
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La mezcla  de in c u b a c iô n  c o n t e n i a :  (Ac)2Mg 10 mM, GIK 
100 mM, Tris-GIH  pH 7>5 50 mlvî, f o s f o e n o l v i r u v a t o  p o t â -  
s i c o  4 mM 60 jJig/ml de p i r u v a t o - c i n a s a ,  ATP 2 mM, GTP 
0 ,2  ml.!, |5ME 6 mM, aminoâcido marc ado 6 x 10” ^ M ap ro -  
ximadamente j  tPNA 4 x lO””^ M. Se tomaban a l i c u o t a s  de 
0 ,0 5 0  ml,  se a n a d ia  10  %, 15 %, 20 % y 25  % en volumen 
d e l  e x t r a c t o  S^^Q que se  q u e r i a  e n s a y a r .  Se incubô 15 
min. a 37-G, parando  l a  r e a c c i ô n  a l  a n a d i r  1 ml de â c i -  
do t r i c l o r o a c é t i c o  f r i o  a l  5 %, se  a g i t ô  y f i l t r ô  a t r a  
vés  de f i l t r e s  de v i d r i o  Vi/hatman GF/G o GF/B, lavande  
e l  f i l t r e  p o r  t r è s  veces  con 1 ml de ac id e  t r i c l o r o a c é ­
t i c o  f r i o .  E l  f i l t r e  se se cé  y se  midiô  r a d i o a c t i v i d a d  
en c o n ta d o r  de c e n t e l l e o  P a ck a rd ,  p r e v i a  inm ers iôn  en 
l i q u i d e  de c e n t e l l e o  ( 5 %o de b u t i l -P B D  en t o l u e n e ) .
4: La e f i c i e n c i a  de c a rg a  se  c a l c u l é  a p a r t i r  de l a s  dpm 
f i j a d a s  a l  f i l t r e ,  y de l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e l  ami­
noâc ido  ensayado .  Segun l a  p r e p a r a c i o n  de e x t r a c t o  S^^Q, 
l o s  moles de Leu marcada un idos  p o r  mol de tRNA o s c i l a -  
ba  a l r e d e d o r  de 0 , 0 2 5 . '
b )  Reacc iôn  de c a rg a  de tRlTA.- T ra n s c u r r e  en p r e s e n c i a  d e l  
e x t r a c t o  p o r t a d o r  de l a s  s i n t e t a s a s ,  ATP n e c e s a r i o
p a r a  a c t i v a r  e l  aminoâcido a u n i r ,  Mg' '^ x^i^  tRNA d e a c i l a d o  
y un s i s t e m a  de r e g e n e r a c iô n  de ATP como es f o s f o e n o l -
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p i r u v a t o  p o t â s i c o  y p i r u v a t o - c i n a s a .  En c o n d ic io n e s  de 
exceso de ATP se puede p r e s c i n d i r  d e l  s i s t e m a  r e g e n e r a -  
d o r .  Se a n a d ia  tam bién  GTP con o b j e t o  de r e g e n e r a r  l a  p o r -  
c i ô n  t e r m i n a l  GGA in te r c a m b i a b l e  d e l  tPNA, aunque en lo s  
ca sos  en l o s  que no se empleô l a  r e a c c i ô n  de c a rg a  r e s u l -  
t a b a  an â lo g a .  El r e s t e  d e l  s i s t e m a  empleado es p a r a  p r o -  
p o r c i o n a r  e l  pH y l a s  c o n d ic io n e s  i ô n i c a s  f a v o r a b l e s  p a r a  
l a  r e a c c i ô n ,  a s i  como pME como p r o t e c t o r  de l o s  grupos 
-SH de l a s  s i n t e t a s a s  c o n t r a  l a  o x id a c iô n .
La^mezcla de in c u b ac iô n  c o n t e n i a :  Tris-GIH  pH 7 ,5  50 ml.'I, 
(Ac)2Mg 10 mlvl, GIK 100 mM, pME 6 mî/i, ATP 1 mM, f o s f o e n o l p i  
r u v a to  p o t â s i c o  5 mî/I p i r u v a t o - c i n a s a  60 jcig/ml, GTP 0 ,2  
mlvl, tENA d e a c i l a d o  de 10 -  15 mg/ml Leu (H^) de 2 -  5 % 
10~^ M y p o r  u l t im o  10 % en volumen de S^^q de E. G o l i .
La r e l a c i ô n  e n t r e  tRNA y Leu p u e s t a  en l a  mezcla  se  c a l ­
c u l  ab a t e n ie n d o  en c u e n ta ,  que d e l  t o t a l  d e l  tlNTA e x i s -  
t e n t e  en E. G o l i ,  sô lo  un 5 % es e s p e c i f i c o  de Leu toman 
do como v a l o r  p a r a  e l  peso  m o le cu la r  de tRNA e l  de 2 ,5  x 
10^. En lo s  casos  en que no se  empleô s i s t e m a  reg en ad o r  
de ATP, e s t e  se anadiô  en una c o n c e n t r a c iô n  de $ mlvl.
Se incubaba  l a  mezcla d u ra n te  15 min. a 37-G, tomândose 
a l i c u o t a s  p a r a  e s t im a c iô n  de LO20Q y de r a d i o a c t i v i d a d  
como v a l o r e s  t o t a l e s  p a r a  p o s t e r i o r  c â l c u l o  d e l  p o r c e n t a -  
j e  de c a rg a  f i n a l .  Acabada l a  i n c u b a c i ô n , s e  e n f r i a b a  a
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0^0 y se a n a d ia  un 10 % de su  volumen de a c e t a t o  sô d ic o  
a l  20 #  (P /v )  pH 5 ,4 .
A c o n t in u a c iô n  se p r o c e d i a  a l a  d e s p r o t e i n i z a c i ô n  y ais=
.la m ie n to  de aa-tPNA. P a ra  e l l o  se a n a d ia  e l  mismo v o lu ­
men de f e n o l  s a tu ra d o  con agua, ro c le n te m e n te  d e s t i l a d o .  
Se a g i t a b a  fu e r tem e n te  d u ran te  10 min, a 4^0 y se  c e n t r i -  
fugaba  l a  mezcla de 10 a 20 min. a 5*000 g, Una vez sep a  
r a d a s  l a s  c a p a s ,  se  recoge  l a  capa  acuosa  y se v u e lv e  a 
e x t r a e r  l a  capa f e n ô l i c a  con medio volumen de AcNa a l  2096 
( p /y )  pH 5 ,4 .  En l a  capa  f e n ô l i c a  h a b r â n  quedado d i s u e l -  
t a s  l a  mayor p a r t e  de p r o t e i n a s  de S^^^ y en l a  acuosa  
Leu-tRNA y m olecu las  de ATP, GTP, e t c .
Seguidamente se p r e c i p i t a b a n  lo s  â c id o s  n u c l e i c o s  an a d ie n ­
do a l  e x t r a c t o  dos volumenes de e t a n o l  a b s o l u t e  a -209G 
d e jâ n d o lo s  p r e c i p i t a r  de 1 a 2 h o ras  a -20^C. Se c e n t r i -  
fugaba  a 500  g de 10 a 20 m i n . , se  d e c a n ta b a  e l  s o b re n a -  
dan te  y e l  p r e c i p i t a d o  se  la v ab a  p o r  r e s u s p e n s i ô n  en e t a ­
n o l  y nueva c e n t r i f u g a c i ô n .  El p r e c i p i t a d o  se s e c a b a  a 
v a c io  re su sp e n d ié n d o lo  en pequeho volumen de agua. En 
lo s  casos  en que se q u i e r a  s e p a r a r  r e s t o s  de ATP, GTP y 
o t r a s  m olecu las  que p u d ie r a n  perm anecer  en l a  p r e p a r a -  
c i ô n ,  se puede h ac e r  pasando l a  p r e p a r a c i ô n  p o r  una co-  
lumna de Sephadex G-25, con lo  que e l  aa-tRNA a p a r e c e r â  
en e l  volumen e x c lu id o .
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Por l e c t u r a  de UO20Q y r a d i o a c t i v i d a d  de una a l i c u o t a  
se  c a l c u l a t e ,  l a  e f i c i e n c i a  de e x t r a c c i o n  de tRNA que 
o s c i l a b a  e n t r e  e l  50 y 100 % y l a  e f i c i e n c i a  de c a rg a  
que t e n ie n d o  en c u e n ta  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e l  amj  ^
noac ido  de p a r t i d a  y l a  e f i c i e n c i a  d e l  c o n ta d o r  e r a  
d e l  orden de 0 ,0 2  moles de Leu p o r  mol de tRNA. El Leu- 
tRNA o b te n id o  se guardaba p a r a  su c o n s e rv a c io n  en n i ­
t rô g en o  l i q u i d o .
c)  A c e t i l a c i ô n  de Leu-tRNA.- Se s i g u i ô  b âs icam en te  e l  mé­
todo  d e s c r i t o  p o r  Haenni y C h a p e v i l l e  (1966) .  A 15 mg 
de (H^) Leu-tRNA c o n te n id o  en un volumen de 1 ml se ana­
d iô  0 ,5  ml de AcNa 1 M pH 5, a. c o n t in u a c iô n  se  a n a d ie -  
ro n  a i n t e r v a l os de 40 min. 0 ,050  ml de a n h id r id o  a c é t i  
co h a s t a  un t o t a l  de 0 ,120  ml. Todo e l l o  se  e f e c tu ô  a 
o s e .  Al f i n a l  de l a  a c e t i l a c i ô n  se a n a d ie ro n  5 volumenes 
de e t a n o l  a -2 0 ^0 ,  se mantuvo a e s a  t e m p e r a tu r a  d u ra n te  
2 h o r a s .  A c o n t in u a c iô n  se r e c o g iô  e l  p r e c i p i t a d o  po r  
c e n t r i f u g a c i ô n  a 5*000 g d u ran te  10 -  20 m in . ,  se secô 
a v a c io ,  se  r e s u s p e n d iô  en pequeho volumen de agua d e s -  
t i l a d a  y se  guardô p a r a  su  c o n s e rv a c iô n  en n i t r ô g e n o  
l i q u i d o .
P r e p a r a c i ô n  de Form il-S^^  Met-tRNA
Se e f e c tu ô  en in c u b ac iô n  an â lo g a  a l a  de o b te n c iô n  
de aminoacil- tRNA, ex c ep te  que Leu fué  s u s t i t u i d a  por  5 96
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de S*^^î.îet de a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  aproximada de 500  mc/imnol, 
se  anad iô  2 mg/ml de tRNA d e a c i l a d o  y  0 ,6  mM de l a  s a l  c â l -  
c i c a  d e l  â c id o  f o l i n i c o ,  proce& iéndose a c o n t in u a c i ô n  como 
se  h iz o  p a r a  e x t r a e r  Leu-tRNA, Conservândose igua lm en te  en 
n i t r ô g e n o  l i q u i d o .
P r e p a r a c i ô n  de f ragm entos  t e r m i n a l e s  de am inoac il- tRNA.
a) CACCA-Leu y UACCA-Lèu: Las s e c u e n c ia s  t e r m i n a l e s  5 ’ de 
l o s  tRNA e s p e c i f i c o s  de Leu son GpCpApGpCpA-Leu y 
GpUpApGpGpA-Leu. V aliéndonos de l a  r i b o n u c l e a s a  , f o s -  
f o d i e s t e r a s a  que rompe e s p e c i f i c a m e n te  l a  u n iôn  5 ’ de 
g u a n i n - n u c l e ô t i d o s , se pueden o b te n e r  l o s  f ragm en tos  an- 
t e r i o r e s  p o r  d i g e s t i ô n  c o n t r o l a d a  de Leu-tltNA con d ic h a  
RNasa y p o s t e r i o r  a i s l a m ie n t o  m edian te  e l e c t r o f o r e s i s  a 
a l t o  v o l t a j e .
La m ezcla  de in c u b a c iô n  c o n t e n i a  unos 15 mg de H^Leu- 
tRNA en un volumen de 0 ,5  ml,  EDTA 0 ,1  M 0 ,010  ml,  AcNA 
a l  20 % ( p /v )  pH 5 ,4  0 ,005  ml y RNAasa-T^ en peso  200 ve­
ces  mener que tRNA. Después de d i g e s t i ô n  d u ran te  50 min. 
a 57-0 l a  mezcla  se f r a c c io n ô  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  a 'pH
5 ,5  en p a p e l  Whatman 5 mm. a p l ic a n d o  una c o r r i e n t e  de '  
50V/cm d u ra n te  210 min. La e l e c t r o f o r e s i s  se l l e v ô  a c a -  
bo en un a p a ra to  en e l  que e l  p a p e l  se  i n t r o d u c e  e n t r e
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dos p l a n c h e t a s  m e t â l i c a s  r e f r i g e r a d a s  basado en e l  d es ­
c r i t o  p o r  Ingram y S t r e t t o n  (1962) o en un tanque en e l  
que e l  p a p e l  e s t a  inmerso en un l i q u i d e  no p o l a r ,  d e r i -  
yado .de  p e t r ô l e o  y que se  r é f r i g é r a  median te  un s e rp e n ­
t i n  de agua.  La s o l u c i ô n  se d isp u so  cuidadosamente  en e l  
c e n t r e  d e l  p a p e l  a lo  l a r g o  de unos 15 cm. P a ra  l o c a l i -  
z a r  l a  p o s i c i ô n  de l o s  fragm entos  se  c o r tô  en e l  c e n t r e  
d e l  p a p e l  una t i r a  de 1 cm. de anchu ra ,  que se d i v i d i ô  
a todo lo  l a r g o  en f r a c c i o n e s  de 1 cm. in t r o d u c i é n d o s e  
l o s  t r o z o s  en l i q u i d o  de c e n t e l l e o  (5 %o Butil-PBD en 
Tolueno) y con tândose  l a  r a d i o a c t i v i d a d  en co n ta d o r  de 
c e n t e l l e o  P ack a rd .
En l a  f i g u r a  2Aaparece e l  p e r f i l  de d i s t r i b u c i ô n  de r a d i o ­
a c t i v i d a d .  Los p ic o s  se i d e n t i f i c a r o n  p o r  su  c a rg a  c a r a c -  
t e r i s t i c a  a e s t e  pH (Sm ith ,  1967; Cohn, E d s a l l ,  1965);  
s iendo  e l  p i c o  cargado  nas p o s i t iv a m e n te  debido a l e u c i -  
na .  La i d e n t i d a d  de lo s  p i c o s  se  comprobô a pH 6 , 5 ,  a cu -  
yo pH l o s  dos f ragm en tos  como co r resp o n d e  a l  pK de sus 
n u c l e ô t i d o s  y d e l  am inoâcido ,  se  d e s p laz a b a n  a i g u a l  d i s -
t a n c i a  h a c i a  e l  p o lo  p o s i t i v o ,  noviôndose  e l  t e r c e r  p ic o  
%
como l a  H^Leu p u e s t a  de c o n t r o l .
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Una vez e f e c tu a d a  l a  e l e c t r o f o r e s i s  p r e p a r a t i v e  a pH
5 ,5  a n t e s  i n d i c a d a  y l o c a l i z a d a  l a  p o s i c i ô n  de l o s  f r a g  
mento s , se  c o r t a r o n  l a s  zonas de p a p e l  adecuadas e l u -  
yéndose con agua a l a  t e m p e ra tu r a  de 4^0. Se l i o f i l i z a - r  
ro n  l a s  m u e s t r a s ,  r e s u sp e n d ien d o s e  a c o n t in u a c iô n  con 
agua d e s t i l a d a  y conservândose  en N2 l i q u i d e .
En lo s  ca so s  en que se u t i l i z ô  aminoâcido marcado con 
ô l a  l o c a l i z a c i ô n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  se e f e c ­
tu ô  m edian te  a u t o r r a d i o g r a f i a .  En to d a s  l a s  p r e p a r a c i o -  
nes  de f ragm en tos  se tomô como a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  
aproximada l a  c o r r e s p o n d ie n te  a l  aminoâcido de p a r t i d a .
b)  CACCA-Leu-Ac y UACCA-Leu-Ac. -  Se o b tu v ie ro n  por  d i g e s ­
t i ô n  de Ac-^Leu-tRNA con RUA as a , en l a s  mis mas c o n d i ­
c io n e s  u t i l i z a d a s  p a r a  l a  o b te n c iô n  de sus  anâlogos no 
a c e t i l a d o s ,  s e g u id a  l a  s e p a r a c iô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en 
p a p e l  V/hatman 5 cim a pH 5 ,5  d u ra n te  120 min. a 40 V/cm.
Con e l  o b j e to  de t e n e r  p r e p a r a c io n e s  mâs p u r  a s , se ob­
t u v i e r o n  tam bién  a p a r t i r  de CACCA-Leu y UACCA-Leu some- 
t i é n d o l e s  a a c e t i l a c i ô n  con a n h id r id o  a c é t i c o  y p o s t e ­
r i o r  r e p u r i f i c a c i ô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en p ap e l  a pH 5,5* 
La a c e t i l a c i ô n  se  l l e v ô  a cabo a O^C en l a s  c o n d ic io n e s  
s i g u i e n t e s :  0 ,1  ml de CACCA-Leu ô UACCA-Leu, 0 ,050  ml. 
de AcUa 1 M pH 5 y 0 ,012  ml de a n h id r id o  a c é t i c o ,  a h a d i -
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do en p o r c io n e s  de 0 ,005  ml a i n t e r v a l o s  de 40 min. La 
e l e c t r o f o r e s i s  en  p ap e l  se e f e c tu ô  como se  ha d e s c r i t o  
a n t e r i o r m e n t e . En l a  f i g .  2 ap a recen  l o s  p e r f i l e s  de r a ­
d i o a c t i v i d a d  d eb id a  a l o s  f ragm en tos  CAGGA-Leu-Ac y UA 
CCA—Leu—Ac•
c )  ACCA-Leu-Ac y CCA-Leu-Ac.- Se p r e p a r a r o n  a p a r t i r  de 
UAGCA-Leu-Ac p o r  d i g e s t i ô n  c o n t r o l a d a  con f o s f o d d e s t e r a -  
s a  de bazo que rompe l a s  un iones  e n t r e  n u c l e ô t i d o s  en 
5 ’ , s e g u id a  p o r  s e p a r a c i ô n  en e l e c t r o f o r e s i s .
Se p a r t i ô  de una s o l u c i ô n  con 25 ^c  de UACCA-Leu (H^)- 
Ac, se  l i o f i l i z ô , r e s u s p e n d iô  en 0 ,010  ml de AcNa 1 II 
pH 5 ,7  qne c o n t e n i a  EDTA 0 ,02  M, y se  anadiô  0 ,0 4  ml de 
agua d e s t i l a d a .  P a r a  c o n t r ô l e r  l a  d i g e s t i ô n  con f o s f o -  
d i e s t e r a s a  se tomaron m ues tra s  de 0 ,0 0 5  ml que se  mez- 
c l a r o n  con 0 ,0 0 5  ml de enzima a 1 mg/ml y se in c u b a ro n  
a 57-C d i s t i n t o s  t iem pos .  Las in c u b a c io n e s  se e f e c t u a -  
r o n  en t u b os c a p i l a r e s ,  h ac ién d o se  c o n t r ô l e s  en ausen -  
c i a  de enzima. Una vez incubadas  l a s  m ues tras  se  some- 
t i e r o n  a e l e c t r o f  o r e s i s  en p a p e l  Ivliatman n^ 52 a pH 5 ,5
y 76 V/cm d u ra n te  150 min. y se  l o c a l i z ô  l a  r a d i o a c t i v i ­
dad a l o  l a r g o  d e l  p a p e l  p o r  l o s  métodos d e s c r i t o s  a n t e ­
r i o r m e n t e .  La r a d i o a c t i v i d a d  c o r r e s p o n d ie n t e  a l  p ro d u c -  
t o  o r i g i n a l  UACCA-Leu-Ac i b a  d e s a p a re c ie n d o  a l o  l a r g o
3
F i g .  2: l o n o g r ^ m a  ( p H 3 , 5 )  d e :  ( A )  p r o d u c t o  d e  d iges t ion  de  (H  ) Leu-  
t R N A  co n  R N A a s a - T ^  som et ido  co m o  s e  ind ica  en el texto a  e l e c t r o fo -
r e s i s  en p a p e l  W hatman 3 m m ,  210 min a  43 v / c m .  ( B )  y ( C )
3 3C A C C A ( H  ) L e u A c  y U A C C A ( H  ) L e u A c  d e s p u é s  de  e l e c t r o f o r e s i s  en
el m ism o  p a p e l  d u r a n t e  120 min a  40 v / c m ,  ( D )  p r o d u c t o  de  d igest ion
' 3d e  U A C C A L e u ( H  ) A c  p o r  f o s f o d i e s t e r a s a  d e  b az o  so m e t id o  a  e l e c t r o ­
f o r e s i s  en  p a p e l  W hatm an  n ^  52 d u r a n t e  150 min a  76 v / c m .  L a s  r e s ­
t a n t e s  c o n d ic io n e s  d e  e n s a y o  s e  ind ican  en  el tex to .
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de l a  in c u b a c iô n  ap a rec ien d o  dos p ic o s  que se movian 
a ten d ie n d o  a su  c a rg a  como AGCA-Leu-Ac. Gomprobado que 
a 90  min. en n u e s t r a s  co n d ic io n e s  e r a  com plé ta  l a  d i ­
g e s t i ô n ,  se e f e c tu ô  l a  in c u b a c iô n  p r e p a r a t i v a  con lo s  
0 ,0 5 5  ml de s o lu c iô n  de UACCA-Leu-Ac r e s t a n t e s ,  a l o s  
que se anadiô  0 ,0 5 5  ml de enzima, incubândose e l  t i e m -  
po in d i c a d o .  Se sometiô  l a  m u es t ra  a e l e c t r o f o r e s i s ,  
e luyéndose  y guardândose l o s  p i c o s  de r a d i o a c t i v i d a d  
que ap a re ce n  en f i g .  2 D que p o r  su  c a rg a  a ese pH 
c o r re sp o n d e  a ACCA-Leu y CCA-Leu.
d) P^^CCA.- Se p re p a rô  a p a r t i r  de P^^tRNA por  d i g e s t i ô n  
con RNAasa en l a s  c o n d ic io n e s  e s p e c i f i c a d a s  en s e c -  
c i ô n  ( a ) ,  segu ido  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en p a p e l  V-hatman 
5 mm. a a l t o  v o l t a j e  a pH 5 ,5  d u ra n te  160 min. a  60 
V/cm. El  f ragm en te  t e r m i n a l  de todos  l o s  tRNA, CpCpA, 
a e s t e  pH e s t a  cargado  p o s i t i v a m e n t e , p o r  l o  que se 
mueve h a c i a  e l  p o lo  n e g a t i v e .  Mediante a u t o r r a d i o g r a -  
f l a  e f e c t u a d a  con p e l l c u l a  de Rayes X con un tiemj)o de 
e x p o s ic iô n  de 7 min. , se  a p r e c ia b a n  t r è s  manchas de r a  
r i o a c t i v i d a d  d e s p la z a d a s  h a c i a  e l  c â to d o .  Se c o r t a r o n  
l a s  zonas de p ap e l  donde a p a r e c l a n  e s t a s , se e lu y e ro h  
y  se  p ro c e d iô  a su  i d e n t i f i c a c i ô n .  P a ra  e l l o  s ab id e  
que l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de veneno de s e r p i e n t e  rompe lo s
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p o l i n u c l e ô t i c o s  p o r  sus  un iones  en $ ’ y l a  d i g e s t i ô n  
con a l c a l i  lo  hace en 5 ’ e l  p ro d u c to  de d e g ra d a c iô n  de 
CpCpA en e l  caso de d i g e s t i ô n  con f o s f o d i e s t e r a s a  da-  
r i a  l u g a r  a pC, pA y C y e l  p ro c e d e n te  d e l  t r a t a n i i e n t o  
con a l c a l i  d a r i a  Cp, Cp, A. E s te s  p ro d u c to s  a l  s e r  s o -  
m etidos  a e l e c t r o f o r e s i s  a pH 5 ,5  y a u t o r r a d i o g r a f i a =  
dos d eb lan  dar  en e l  caso  de d i g e s t i ô n  con f o s f o d i e s t e ­
r a s a  dos manchas que se moverian h a c i a  e l  p o lo  p o s i t i ­
vo ,  m ie n t r a s  que por  d i g e s t i ô n  con a l c a l i  d a r i a n  una 
s ô l a  mancha. Las t r è s  manchas se so m e t ie ro n  p o r  un l a -  
do a d i g e s t i ô n  d u ran te  120 m i n . , a 57- con f o s f o d i e s ­
t e r a s a  de modo que a 0 ,01  ml de p r e p a r a c i ô n  se anadiô  
0 ,001 ml de (Ac)^!^  0,1M Tris-GIH 0 ,1  M pH 8 ,5  0 ,0025 
ml y f o s f o d i e s t e r a s a  0 ,0015 ml a 1 mg/ml. M ien tras  que 
o t r a  p o r c iô n  de l a s  mismas de 0 ,010  ml se incubô duran  
t e  19 h o ras  a 57- G con 0 ,002  ml NaOH IM. Se s o m e t ie ­
ro n  -p o s te r io rm en te  a e l e c t r o f o r e s i s  a pH 5 ,5  en p a p e l  
Whatman 52 d u ran te  60 min. a 76 v/cm y se a u t o r r a d i o -  
g r a f i a r o n .  Asi se i d e n t i f i c ô  una de l a s  manchas como 
COA, s ie n d o  r e p u r i f i c a d a  p o s te r f o r m e n te  p o r  e l e c t r o f o ­
r e s i s  a pH 6 ,5  y pH 4.
e)  CAACAA-IIet-Eorm.- E x i s t en dos tRNA e s p e c i f i c o s  de metio  
n i n a  uno fo rm id ab le  y o t r o  no fo rm ia b le  en l a  p r o p e r -
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c io n  de 60 y 40 re s p e c t iv a ra e n te  ( G o l d s t e i n ,  Benne t ty  
y G ra ig ,  1964; Marcker,  1965) .  La s e c u e n c ia  t e rm i n a l  
d e l  tRNA f o r m i l a b l e  es GAACCA y l a  d e l  n o i f o r m i l a b l e  
GGAGGA (Dube y c o l . ,  1968; Gory y c o l . ,  1968).  El p ro  
ducto  r é s u l t a n t e  de c a rg a  de tRNA con S^^Met en p r e ­
s e n c i a  de l a  s a l  c â l c i c a  de ac id o  f o l i n i c o  se d i g i r i ô  
con r i b o n u c l e a s a  de modo que 0 , 4  ml con ten iendo  
aproximadamente 4 mg/ml de Met tRNA se incubaron
15 min. a 57-G en p r e s e n c i a  de 0 ,0 0 4  ml de EDTA 0 ,2  M, 
AcNa a l  20% (p /v )  pH 5 ,5  0 ,040  ml y RNAasa T^ en can­
t i d a d  100 veces  mener a l a  de tRNA. Se sometiô  a e l e c ­
t r o f o r e s i s  a pH 5 ,5  en p a p e l  Whatman 5 mm d u ran te  120 
min. a 100 v/cm, y se a u t o r r a d i o g r a f i ô  d u ra n te  6 h o r a s .  
A parec ian  c u a t r o  im pres iones  en l a  p e l i c u l a ,  dos de 
e l l a s  d e s p la z a d a s  h a c i a  e l  p o lo  n e g a t i v e  y o t r a s  dos 
a l  p o s i t i v o ,  l a s  p r im e ra s  c o r r e s p o n d ia n  po r  su m o v i l i -  
dad à m e t io n in a  y GGAGGAMet, r é s u l t a n t e  e s t a  u l t i m a  de 
d i g e s t i ô n  de Met-tRNA no formilable .  Las manchas d e s p l a  
zadas h a c i a  e l  p o lo  p o s i t i v o  c o r r e s p o n d ia n  a GAAGGA-Met 
y  GAAGGA-Met-Form (Marcker,  1965) .  Se e luyô con agUa 
d e s t i l a d a  l a  p a r t e  de l  p a p e l  que d iô  o r ig e n  a e s t a  u l ­
t im a  mancha y se  guardô p a r a  su c o n s e rv a c iô n  en n i t r ô ­
geno l i q u i d o .
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Reacc iôn  de f ra g m e n to .
C o n s i s t e  en l a  d e t e c c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l -  
t r a n s f e r a s a  de r ibosomas m ediante  l a  r e a c c i ô n  de un f r a g ­
mente -5’ t e r m i n a l  de aminoacil-tRNA con pu ro m ic in a  en p r e ­
s e n c i a  de a l c o h o l  y en l a s  c o n d ic io n e s  i ô n i c a s  y de pH 
ad ecuadas ,  s ie n d o  e l  p ro d u c to  de l a  r e a c c i ô n  e x t r a id o  con 
a c e t a t o  de e t i l o  (Maden, Monro, 1968) .
La mezcla  de in c u b a c iô n  s t a n d a r d  en un volumen de 
0 ,100  ml c o n t e n i a :  1 mg/ml de r ibosomas 70S -p de sus sub-  
un id ad es  508, CACCA (iM)Leu-Ac 2-5 mlvî ( a c h i v i d ' à ^ \ e s p e c i f i ­
c a  aproximada 20 Ci/mmol, Tris-GIH pH 7 ,5  53 mM, ; (A c)2Mg 
15 mlvl, GIK 270  mlÆ y p u rom ic ina  1 mM. La r e a c c i ô n  pue se 
e f e c t u a b a  a 0?-G se i n i c i a b a  por  l a  a d i c iô n  de 0 ,050  ml de 
e t a n o l  f r i o . T ra n s e u r r id o  e l  t iempo de r e a c c i ô n  e s t a  e r a  
p a r a d a  p o r  l a  a d i c iô n  de 0 ,1 0 0  ml de SO^Be 0,1* M ( n e u t r a l i -  
zado) y.AcNa 0 ,5  M (pH 5 ,5 )  s a tu ra d o  con SO^Mg. Se a n a d ia  
a c o n t in u a c i ô n  1 ,5  ml de a c e t a t o  de e t i l o ,  se a g i t a b a  l a  
m ezcla  d u ra n te  50 segundos a t e m p e r a tu r a  ambiente y e r a  
c e n t r i f u g a d a  l a  mezcla a b a j a  v e l o c id a d  en c e n t r i f u g e  de 
mesa d u ra n te  1 o 2 min. Se tomaba 1 ml de l a  capa  de ace­
t a t o  de e t i l o  con cuidado de no tomar p a r t e  de l a  i n t e r f a -  
se  y su  r a d i o a c t i v i d a d  es t im ad a  e r a  p r e v i a  a d i c iô n  de 2 ml
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de s o l u c i ô n  de l i q u i d o  de c e n t e l l e o  (p re p a rad o  p o r  d i s o l u -  
c iô n  de 20 g de BBOT ô de 5 6 de bu t i l -P B D  en 1 l i t r o  de 
to lu e n o  mâs 250  ml de 2 - m e t o x i e t a n o l ) .
La e x t e n s iô n  de l a  r e a c c iô n  se e x p rè s a  en p o r c e n t a j e  
de CACCA-Leu (H^)Ac ( i n s o l u b l e  en a c e t a t o  de e t i l o )  co n v e r -  
t i d o  en Ac-Leu(H^) pu rom ic ina  ( s o l u b l e  en a c e t a t o  de e t i l o )  
La e s t im a c iô n  de r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  ah a d id a  p o r  mezcla  
de i n c u b a c i ô n , s e  h iz o  mediante  l a  l e c t u r a  de 0 ,005  ml de 
s o l u c iô n  de f ragm en te  en mezcla con 1 ml de a c e t a t o  de e t i ­
lo  y 2 ml d e l  l i q u i d o  de c e n t e l l e o  a n t e s  i n d i c a d o . Por  e s ­
t e  método de ensayo e r a  e x t r a i d o  mâs d e l  95% de lo s  p roduc­
to s  de l a  r e a c c i ô n  d e r iv a d o s  de p u ro m ic in a  (Monro, Cernâ ,  
Marcker ,  1968) y l o s  b la n c o s  en a u s e n c i a  de p u ro m ic in a  e ran  
menores d e l  4% de l a  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l .  Los b la n co s  a 
t iempo 0 min se e f e c t u a r o n  p o r  a d i c iô n  a l a  mezcla de r e a c ­
c iô n  de l a  s o l u c i ô n  de SO^Be y p o s t e r i o r  a d i c i ô n  de e t a n o l .  
Todas l a s  e x p e r i e n c i a s  se e f e c t u a r o n  p o r  d u p l ic a d o .
F i j a c i ô n  de s u s t r ^ t o s .
•a.) Método de c e n t r i f u g a c i ô n . -  C o n s i s te  en l a  in c u b a c iô n  
de s u s t r a t o s  en p r e s e n c i a  de r ib o so m a s ,  en co n d ic io n e s  
i ô n i c a s ,  de pH y, e t a n o l  ad ecu a d o s ; s e p a r a c i ô n  de l o s  r i ­
bosomas p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y e s t im a c iô n  de l a  c a n t i d a d  
de s u s t r a t o  un ido  a e l l o s  p o r  l e c t u r a  de l a  r a d i o a c t i v i
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dad de una a l i c u o t a  de l a  f r a c c i ô n  no s e d im e n ta b le ,  en 
l a  que se  e n c u e n t r a  e l  s u s t r a t o  no f i j a d o .
La mezcla  de in c u b a c iô n  s t a n d a r d  c o n t e n i a  ( ex cep to  cuan 
do se  i n d i c a  lo  c o n t r a r i o ) ,  en un volumen de 0 ,150  ml: 
■.UACGA-H^)Leu 2 nM ( a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  20 Ci/mmol) ô 
2 nlvî de CACCA-(H^)Leu-Ac de l a  misma a c t i v i d a d  e s p e c i f i ­
ca ,  5 - 5  mg/ml de r ibosomas (Ac)2Mg 15 mM, CIK 2 /0  mM, 
T ris -C IH  pH 7 ,5  53 ml.î y 50% ( v /v )  de e t a n o l .  Se incuba_ 
ba  l a  mezcla  a O^C de 5 & 20 min. y se  c e n t r i f u g a b a  a 
5000 g d u ra n te  20 min. a 4SC o 5 min. a 55000 g. Se t o ­
maban 0 ,100  ml de l a  f r a c c i ô n  no s e d im e n ta b le ,  se aha-  
d ia n  5 ml de l i q u i d o  de c e n t e l l e o  de Bray ( i9 6 0 )  con 4% 
de CAB-O-SIL (p repa rado  p o r  d i s o l u c i ô n  de 5 6 de b u t i l -  
PBD, 60 g de n a f t a l e n o  en 100 ml de metanol  a b s o l u t e ,
20 ml de e t i l e n g l i c o l  y p -d io x an o  h a s t a  com plé te r  e l  vo­
lumen de 1 1,  ahadiendose  a c o n t in u a c iô n  e l  g e l  CAB-O-SIL) 
y  se  e s t im ab a  su  r a d i o a c t i v i d a d  p o r  l e c t u r a  en un co n ta d o r  
de c e n t e l l e o  Packa rd .  Se r e a l i z a r o n  in cu b ac io n es  semej a n ­
t e s  s i n  r ibosomas p a r a  a p r e c i a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  t o t a l  
en c o n d ic io n e s  de c o n t a j e  a n a lo g a s . Todas l a s  e x p e r i e n ­
c i a s  se  r e a l i z a r o n  por  d u p l i c a d o .  La c a n t i d a d  de s u s t r a ­
to  f i j a d o  se c a l c u l ô  por  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  r a d i o a c t i ­
v id a d  t o t a l  y l a  no f i j a d a .
82 -
En l o s  ensayos  de f i j a c i ô n . e n  p r e s e n c i a  de e s p a r s o m ic i -  
na ,  l a  m ezcla  de in c u b a c iô n  s t a n d a r d  e r a  sem ejan te  p e ro  
se  empleô 1 mg/ml de r ibosom as  70S, CACCA(H^)Leu-Ac 7 
nM ( a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  aproximada 18 Ci/mmol),  e s p a r -  
‘.som icina  0 ,1  ml.'I ( c a l c u l a d a  en a u s e n c i a  de e t a n o l )  y 53% 
( v /v )  de e t a n o l .
E s te  método es e l  segu ido  a l o  l a r g o  de to d o s  l o s  expe­
r im en t  os de f i j a c i ô n  de s u s t r a t o s ,  excep to  donde se i n ­
d ique  lo  c o n t r a r i o .
b)  Método de a d s o rc iô n  a f i l t r e s  de n i t r a t e  de c e l u l o s a . -  
Con o b je to  de p ro c é d e r  a l a  s a t u r a c i ô n  de r ibosomas con 
s u s t r a t o  y no e f e c t u a r  un g a s to  ex c e s iv o  de é s t e , e r a  
n e c e s a r i o  emplear muy b a j a s  c o n c e n t r a c io n e s  de r ib o so m a s ,  
Se p ro c e d iô  p u e s , a l  d e s a r r o l l o  de o t ro  método de f i j a ­
c i ô n  que nos p e r m i t i e r a  t r a b a j a r  a mener c o n c e n t r a c iô n  
de r ibosomas y con mezclas  de in c u b a c iô n  muy pequeh a s . 
C o n s i s t i a  en l a  a p l i c a c i ô n  de l a  m u es t ra  de in c u b a c iô n  
. ( 0 ,0 0 5  ml) una vez e f e c tu a d a  é s t a ,  a f i l t r e s  de n i t r a t e  
de c e l u l o s a  M i l l i p o r e  GSWP 04700. A e l l o s  quedan a d s o r -  
b id o s  l o s  r ibosomas y p o r  t a n t e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  f i j a ­
da a l o s  mismos. A c o n t in u a c iô n  e l  r e s t e  de l a  r a d i o a c ­
t i v i d a d  no f i j a d a  a lo s  r ibosom as e r a  e l im in a d a  p o r  i n ­
m ers iôn  en vase de p r e c i p i t a d o s  co n ten ien d o  100 ml de
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ima m ezcla  de a l c o h o l - s a l e s  a l a  misma c o n c e n t r a c iô n  -  
que l a  u sa d a  en l a  in c u b a c iô n ,  c o n ten ien d o  e s p a r so m ic in a  
0 ,01  mlvi (cuando se e f e c tu ô  l a  in c u b a c iô n  en p r e s e n c i a  de 
e s t e  a n t i b i ô t i c o ) .  Después de 10 min. a O^ G a g i ta n d o  -  
• o c a s io n a lm e n te , l o s  f i l t r e s  se  t r a n s f e r l a n  a o t r o  r e c i -  
p i e n t e  que c o n t e n i a  l o s  mismos componente s , s iendo  l a -  
vados o t r o s  10 min. Se tomaban lo s  f i l t r e s ,  se  e l im in a -  
b a  e l  exceso de l i q u i d e  mediante p a p e l  de f i l t r e ,  se  
secab an  a 7 0 2 0 , se i n t r o d u c l a n  en l i q u i d e  de c e n t e l l e o  
(Tolueno 5%o bu t i l -P B D ) y l a  r a d i o a c t i v i d a d  es t im ad a  
en un co n ta d o r  de c e n t e l l e o .
A l a s  d i f e r e n t e s  mezclas de in c u b a c iô n  en un volumen de 
0 ,010  ml se l e s  anadiô  p a r t i c u l a s  r i b o n u c l e o p r o t e l c a s  K 
p a r a  e v i t a r  l a  a d s o rc iô n  de lo s  r ibosomas p o r  e l  v i d r i o .
Se e f e c t u a r o n  ensayos p r e v io s  p a r a  comprobar l a  r e t e n -  
c i ô n  d e l  compleje  r i b o s o m a s - s u s t r a t o  p o r  lo s  f i l t r e s  
v a r i â n d o  tiempo y numéro de l a v a d o s .
c )  Método de f i l t r a c i ô n . -  Una vez e f e c tu a d a  l a  in c u b ac iô n  
con l a  mezcla que se i n d i c a  en cada  caso ( 0 ,1 5 0  m l) ,  
é s t a  e r a  d i l u l d a  con 1 ml de una s o l u c i ô n  de s a l e s - e t a  
n o l  i g u a l  a l a  empleada d u ran te  l a  in c u b a c iô n .  A c o n t i ­
n u a c iô n  l a  s o lu c iô n  e r a  f i l t r a d a  a t r a v é s  de f i l t r e s  de 
Whatman GP-C y l a  r a d i o a c t i v i d a d  no f i j a d a  a lo s  r i b o -
-  84 -
8ornas e r a  e l im in a d a  p o r  lavado  de l o s  f i l t r e s  po r  dos 
veces  con 2 ml de l a  s o lu c iô n  a n t e r i o r .  Se secaban  lo s  
f i l t r e s ,  se  i n t r o d u c l a n  en l i q u i d e  de c e n t e l l e o  (Tolue 
no 5 %o bu t i l -P B D )  j  l a  r a d i o a c t i v i d a d  medida en un -  
. co n ta d o r  de c e n t e l l e o  Packa rd .  Dicho método, p o r  l a  d i  
l u c i ô n  que s upone de l a  mezcla s ô lo  d é t e c t a  f i j a c i o n e s  
b a s t a n t e  a s t a b l e s .
Anali s i s  de l o s  p ro d u c to s  de f i j a c i ô n  de lo s  s u s t r a t o s  a 
l o s  r ib o s o m a s .
E fe c tu a d a  l a  f i j a c i ô n  en l a s  c o n d ic io n e s  in d ic a d a s  
en cada c a s o , e l  compleje  r i b o s o m a s - s u s t r a t o  e r a  a i s l a d o  
p o r  c e n t r i f u g a c i ô n ,  e l im in a d a  l a  p o r c iô n  no sed im en tab le  
y l o s  r ibosom as re su sp e n d id o s  en 0 ,600  ml de (Ac)gMg 0 ,1  
mlw. El comple jo  a s i  d i s o c i a d o , e r a  incubado l a  mezcla 5 
min. d u ra n te  20 min. p a r a  a s e g u r a r  l a  d i s o c i a c i ô n ;  lo s  r i ­
bosomas e r a n  sed im entados  por  c e n t r i f u g a c i ô n  unas 5 ho ras  
a 1 5 0 .0 0 0  g y l a  f r a c c i ô n  no s e d im e n ta b le ,  l i o f i l i z a d a  y 
r e s u s p e n d id a  en 0 ,050  ml de agua d e s t i l a d a .  En p a r a l e l o  
se t r a t ô  una m u es t ra  c o n t r o l  de s u s t r a t o  en l a s  mismas; con 
d i c i o n e s ,  om it iendo  lo s  r ib o s o m a s . Las m ues tra s  p a r a  su 
e l e c t r o f o r e s i s  se  d e p o s i t a r o n  cuidadosam ente  con m ic ro p i -  
p e t a  sobre  e l  c e n t r e  d e l  p a p e l  a lo  l a r g o  de 6 cm, de modo 
que l a  mancha f u e r a  l o  menos ancha p o s i b l e .  Se d e ja b a  en-
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t r e  l a s  m ues t ras  una d i s t a n c i a  de 5 cm. El p a p e l  e r a  hume- 
dec ido  con l a  s o lu c iô n  tampôn d eseada  s ien d o  som etido  a 
e l e c t r o f o r e s i s  d u ra n te  e l  t iempo j  e l  v o l t a j e  in d ic a d o  en 
cada  c a s o . P a r a  l a  l o c a l i z a c i ô n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  se 
c o r t a r o n  t i r a s  de 1 cm de anchura  ( todo  a l o  l a r g o  d e l  p a ­
p e l )  y de 7 cm de l o n g i t u d ,  se  sum erg ie ron  eada  una de 
e l l a s  en l i q u i d o  de c e n t e l l e o  (Tolueno 5 %o de hu t i l -PB D ) 
y se  leyô  su  r a d i o a c t i v i d a d  en co n tad o r  de c e n t e l l e o  Packard^ 
Las i d e n t i f i c a c i o n e s  se e f e c t u a r o n  a pH 5 ,5  y pH 6,5* La 
com posic iôn  de l a s  s o lu c io n e s  tampôn e r a  de 40 ml de p i r i -  
d in a ,  400 ml de âc ido  a c é t i c o  y 7*600 ml de agua p a r a  pH 
5 ,5  y de 800 ml de p i r i d i n a ,  24 ml de âc ido  a c é t i c o  y 7200 
ml de agua p a r a  pH 6,5*
A n â l i s i s  p a r a  l a  e s t im a c iô n  de Leu-Leu.
La mezcla  de in c u b a c iô n  p a r a  e s t e  p r o p ô s i t o  c o n t e n i a  
c in c o  veces  e l  volumen de in c u b ac iô n  s t a n d a r d  ( 0 ,1 5 0  ml) 
empleado p a r a  l a  f i j a c i ô n  de UACGA-(H^)Leu a subunidades  
508. Después de in c u b ac iô n  d u ran te  5 min a 020 se c e n t r i -  
fugô 5 min. a 55*000 g. La f r a c c i ô n  no s e d im e n ta b le ,  se 
l i o f i l i z ô  y se  h i d r o l i z ô  ju n to  con e l  sedimento  de r i b o s o ­
mas p o r  in c u b a c iô n  con NaOH 0 ,5  N a 57-0 d u ra n te  50 min.
La mezcla se  n e u t r a l i z ô  con GIH, e l  m a t e r i a l  i n s o l u b l e  en 
e t a n o l  se  e l im in ô  po r  a d i c i ô n  de 50% ( v /v )  de e t a n o l  a 020
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y c e n t r i f u g a c i ô n .  Se anadiô  50 |/g de Leu-Leu no r a d i o a c t i -  
v o s .  P a r a  s e p a r a r  Leu y Leu-Leu de l a  mezcla  de s a l e s ,  se 
l i o f i l i z a r o n  l a s  m ues tras  y se e x t r a j e r o n  Leu y Leu-Leu t r è s  
veces  con 0 ,8  ml de e t a n o l  que c o n t e n i a  CIH 0 ,1  N (Sm ith ,  
I 9 6 0 ) .  El e x t r a c t o  se l i o f i l i z ô ,  d i s o l v i ô  en agua, s ie n d o  
a n a l  i  zado p o r  c rom atogra f  i a  a scendan te  en p a p e l  V/hatman 
n2 1,  usando como s o l v e n t s  l a  mezcla b u t a n o l / a c é t i c o / a g u a  
( 90 / 10/ 2 9 ) .  Leu-Leu y Leu se l o c a l i z a r o n  p o r  t i n c i ô n  con 
n i n h i d r i n a  ( n i n h i d r i n a  a l  0,2% en ace to n a )  y Leu(H^) y 
(H^)Leu-(H^)Leu fu e ro n  es t im adas  co r ta n d o  t i r a s  de 1 cm. 
de anchu ra ,  sum erg iéndolas  en l i q u i d o  de c e n t e l l e o  y mi- 
d iendo  l a  r a d i o a c t i v i d a d .
-  87 -
M a t e r i a l es
P r o d u c t o s :
T r i s  ( h i d r o x i r n e t i l )  aminometano, Sigma; s a l e s  i n o r ­
ganic  a s , a c id o s ,  b a ses  y o t r o s  p ro d u c to s  no e s p e c i f i c a d o s , 
Merck; ATP, Sigma, GTP. Miles  ; f o s f o e n o l p i r u v a t o  p o t â s i c o  
y p i r u v a t o  c i n a s a .  Sigma; tPJTA E, Goli  B Genera l  Biochemi­
c a l  6 Schv/arz ; m e rc a p to e t a n o l , Serva ;  âc ido  f o l i n i c o .  Ge­
n e r a l  B io ch em ica ls ;  l e u c i n a ,  Galbiochem; l e u c i l - l e u c i n a .  
Sigma; b u t i l -P B D , Giba; GAB-O-SIL, P ack a rd ;  r i b o n u c l e a s a  T^  ^; 
Sankyo o Galbiochem; f o s f o d i e s t e r a s a  de bazo ,  W orth ington  
Biochem. G o rp o r ; f o s f o d i e s t e r a s a  de veneno de s e r p i e n t e  
(G ro ta lu s  adam anteus) .  Sigma; DNA a sa  I ,  Sigma; tu b e  de 
d i â l i s i s .  V isk in g  ( S e rv a ) ;  Sephadex G-25 y G-50, Pharm ac ia .
P ro d u c to s  r a d i o a c t i v o s ?
l e u c i n a ,  G^^ l e u c i n a ,  S^^ m e t io n in a ,  P^^tRNA,
The Radiochem ical  G en te r ,  Amersham.
A n t i b i o t i c o s  e i n h i b i d o r e s :
D - t r e o - c l o r a n f e n i c o l  y L - t r e o  c l o r a n f e n i c o l , D r . J .  
E r l i c h  (Parke Davis and G o . , U .S .A . ) ;  D - t r e o - t i o m i c e t i n a  y  
D - t re o  Win 5094 Dr. R.A. Miley (Bayer p ro d u c t s  company. Gran 
B re t  aha) ; D-treo-VJ.J?-5, Dr. T.H. Whod ( E . I .  Du Pont de Nemo­
u r s  and Go.,  USA); e s t r e p to g r a m in a  A 6 PA-114A-1 y e s t r e p t o -
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gramina B ô PA-114 B-1, Dr. II.B. Woodruff (Merck Sharp and 
Dohme R esea rch  L a b o r a t o r i e s ,  USA); V i r i d o g r i s e i n a ,  Dr. H. 
E r l i c h  (Parke  Davis and Co.,  USA); e s p i r a m i c i n a  I I I ,  n eo s -  
p i r a m i c i n a  I I I ,  y f o r o c i d i n a  I I I ,  Dr. A. Me. Eadzean (May 
.and Baker L td .  Gran B r e t a h a ) ; e r i t r o m i c i n a  (A b b o t ) ; o le a n -  
dom ic ina  y c a r b o n i c i n a ,  Dr. N. B e lch e r  (Chas. P f i z e r  and 
C o . ,  I n c .  USA); a n g o l a n i c in a ,  Dr. W. K e l l e r - S c h i e r l e i n  
( L a b o r a torium f u r  Organische  Chenie ,  Z u r ich  U n i v e r s i t y ,  
S w i t z e r l a n d ) ;  e s p a r so m ic in a ,  a m ic e t in a  y p a c ta m ic in a  Dr. 
W h i t f i e l d  (Upjohn, Go.,  Kalamazoo, M ich igan) ;  g o u g e r o t in a ,  
Galbiochem; t e t r a c i c l i n a  ( G l o r h i d r a t o )  L e d e r l e ; âc ido  
f u s i d i c o , Dr. G od tf redson  (Léo);  s u i f a t o  de p o l i d e x t r a n o  
(peso  m o le cu la r  2 x 1 0 ^ ) ,  Pharm ac ia ,  U ppsa la ;  l i n c o m ic in a  
y c e l e s t i c e t i n a ,  Dr. G. M. Savage (Upjohn G o . , USA) purom i­
c i n a ,  N u t r i t i o n a l  Biochem. C o rp o ra t io n .
1 1  i  I I .  '
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Abi‘o v ia tu i \M G .
DÎIA ac ido  d e s o x i r r i b o n u c l e i c o ; HNA ac ido  r i b o n u c l e i c o ; 
üAIiA y aliKA ac id o s  r i b o n u c l e l c o s  do t r a n s f e r e n c i a  y men- 
a a j e r o ;  aa-tRNA aininoacil- tKRA; Ac-aa-tRNA N- a c e t i l  and 
noacil-trd'IA*, Phe-tKNA, f e n i l a l a n i l - t H N A ; Leu-tKWA l e u c i l -  
trd'TA; ATP adenoGina 5 ’ t r i f o G f a t o ;  G TP c i t i d i n a  5 ’trifoG_ 
f a t e ;  OTP guanoGina 5 ’ t r i f o G f  a to  ; GI.IP-PCP analogo do G TP 
con grupo r a e t i l e n  e n t r e  Iog foafa toG  p 7 V ; CACCA, UAGGA 
GOA) GA roproG ontan  Iog p o l i n u c l e o t i c o s  GpApGpGpA; 
bpApGpGpA; CpGpA y GpA r e c p e c t i v a m o n t e , a iendo  C, A, U, 
loG nuc leo t idoG  c i t i d i n a ,  adenoaina  y u r i d i n a  y p Iog gru 
poG f o a f a t o  quo lo a  unen do i z q u io r d a  a dérocha  do 3 ’ a 
5 ’ ; EDTA a a l  a o d ic a  de l  ac ido  e t i l e n - d i a m i n o - t e t r a a c é t i c o ; 
p PE p m o rca p to e ta n o l  ; AcIIHj  ^ a c o ta to  aiionico; (Ac)2^0  ace­
t a t e  ma^noaico; T r ia  t r i s  ( h id ro x i m e t i l ) aminomctano; cpm 
pulaoG do r a d i o a c t i v i d a d  d e t e c t a d o s  po r  minuto; ?0o, 303 y 
303 p a r t i c n l a s  r i b o n u c l o o p r o t o i c a s  con e s t e  c o e P i c i e n t e  do 
aed i inen tac ion  en un idades  Ovedberg, PM purom ic ina ;  Ac-Leu-T. 
CACCALeuAc. C A P - c l o r a n f e n i c o I .
R esu l ta d o s
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CAPITULO I .
BFgCT0_D3_ANTIBI0TIC0S_EN_P0RMACI0N_DZ^EMPACE_PEPTIÜlC0
S is tem a de Ac-Leu-tRNA
En l o s  exper im entos  d e s c r i t o s  a c o n t in u a c io n ,  se  ha  
in v e s t i g a d o  e l  e f e c t o  de a n t i b i o t i c o s  sobre  l a  fo rm ac ion  de 
en lace  p e p t i d i c o  a n iv e l  de r ibosomas 70S. P a r a  e l l o  se  ha  
u t i l i z a d o  e l  s i s t e m a  s i m p l i f i c a d o  de r e a c c i o n  de p e p t i d i l -  
tRNA con p u ro m ic in a ,  empleando un N ^ ^ -a c e t i l - a m in o a c i l - tP N A  
como analogo de p ep t id i l - tH N A  sobre  l a  base  de su f u n c io n  
é q u i v a l e n t e  en l a  r e a c c i o n  de t r a n s f e r e n c i a  p e p t i d i c a  (Got-  
tesman 1967).
Ac-Leu-tRNA en una r e a c c i o n  anâ loga  a l a  de forma­
c io n  de e n la ce  p e p t i d i c o ,  es capaz de r e a c c i o n a r  con puromi­
c i n a  en p r e s e n c i a  de subunidades  30S y de metanol p a r a  f o r -  
mar Ac-Leu-PM (Monro, Cerna y Marcher,  1968) .  En l a  f i g u r a  
3, se  r e p r é s e n t a  l a  c i n é t i c a  de e s t a  r e a c c i o n ,  mostrando que 
e s t a  en l a s  c o n d ic io n e s  empleadas ya se  ha  completado a l o s  
40 min de in c u b a c iô n ,  habiendo reac c io n a d o  un 86% de l a  r a ­
d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  ah ad id a .  El m a t e r i a l  e x t r a i b l e  en ausen  
c i a  de p u ro m ic in a  aunque en pequeha c a n t i d a d ,  aumentaba con 
e l  t iem po ,  p o s ib le m e n te  es debido a l a  fo rm acion  de e s t e r  en­
t r e  e l  grupo c a rb o x i  de a c e t i l - l e u c i n a  y e l  metanol ( S i l v e r s -  
t e i n ,  1969) .  Se comenzô ensayando e l  e f e c t o  de una s e r i e  de
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FIG. 3 . -  C i n é t i c a  de r e a c c io n  de Ac-Leu-tRîIA con pu rom ic ina .  
La mezcla de in c u b ac iô n  en un volumen de 0 ,100 ml c o n te n ia :  
Tris-CIH pH 7 , 3 ,  5C mil, ( 2 0  mil, CIK 400 mlvl, puromicino 
1 mil y 0 ,23  mg/ml de subunidades  303 de S. C o l i  D-10 (no 
t r a t a d a s  con pu rom ic ina  y 7 Till de Ac-Leu-îî3) tRNA ( a c t i v i -  
dad e s p e c l f i c a  aproximada de 29 C/mmol)/ l a s  muestras  se 
e n f r i a r o n  a O^C y l a  r e a c c io n  se i n i c i ô  p o r  a d i c iô n  de 0 ,0 3 0  
ml de m e tano l .  Después de l o s  t iempos in d i c a d o s ,  l a  r e a c c io n  
se p a r 6 po r  a d i c iô n  de 0 ,0 2 3  ml de SO^Be 0 ,1  M y a c e t a to  sô -  
d ico  pH 3 ,3 ,  s a tu ra d o  con 30z|J.Ig. -<1 p ro d u c to  ^ r -L eu -p u ro m ic i  
na  formado fué e x t r a id o  y l a  r a d i o a c t i v i d a d  es t im ada  como se 
i n d i c a  en métodos p a r a  l a  r e a c c io n  d e l  f rapm ento .
In cu b ac iô n  e f e c tu a d a  en presencia^V—A)ô en a u s e n c ia  (o—o) 
de pu rom ic ina .
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a n t i b i o t i c o s  i n h i b i d o r e s  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  a dos t iem  
pos de d ic h a  r e a c c i o n ;  e l  p r im ero  en l a  f a s e  l i n e a l  y e l  s e -  
gundo en l a  f a s e  de e q u i l i b r i a  con e l  f i n  de poder  d i s c e r n i r  
su  ac c io n  en l a  v e lo c id a d  y en l a  e x t e n s i o n  de l a  r e a c c i o n .  
Los r e s u l t a d o s  o b te n id o s ,  expues tos  en T ab la  1, m ues tran  que 
e l  a n t i b i ô t i c o  n a t u r a l  c l o r a n f e n i c o l , D - t re o - i s ô m ero  de 
2 -d ic lo ro a c e ta m id o  1 - p - n i t r o ,  1-5 p r o p a n e d io l  a l  i g u a l  que 
lo s  compuestos D - t io m ic e t i n a ,  D-AI.IP-5 y D-Win 309^ son  i n h i ­
b id o re s  a c t i v e s  de e s t a  r e a c c i o n .  E s to s  t r è s  compuestos son 
■derivados de a c c iô n  a n t i b i ô t i c a  r é s u l t a n t e s  de l a  s u s t i t u -  
c iô n  d e l  grupo n i t r o  de l a  m olécu la  de c l o r a n f e n i c o l  p o r  me- 
t i l s u l f o n i l ,  a m in o s u l fo n i l  y t i o m e t i l  r e s p e c t i v a m e n t e . Por  
e l  c o n t r a r i o ,  e l  a n t ip o d a  ô p t i c o  d e l  c l o r a n f e n i c o l , e l  L - t r e o  
c l o r a n f e n i c o l , no a c t i v e  como a n t i b i ô t i c o ,  p r é s e n t a  una  ac -  
c iô n  i n h i b i d o r a  d e s p r e c i a b l e .  Es te  i n d i c a  que l a  i n h i b i c i ô n  
de l a  r e a c c i ô n  de pu rom ic ina  p o r  c l o r a n f e n i c o l  y p o r  compues­
to s  con d i v e r s a s  s u s t i t u c i o n e s  d e l  grupo p - n i t r o f e n i l o  d e l  
c l o r a n f  e n i c o l , m u e s t r a  l a  misma e s te reo e sp ec i f  id a d  que el 
e f e c to  a n t i b i ô t i c o .
Del grupo de lo s  m a c rô l id o s ,  e s p i r a m i c i n a  111, ac -  
t û a  in h ib ie n d o  e s t a  r e a c c i ô n ,  m ie n t r a s  que sus  d e r iv a d o s  s i n -  
t é t i c o s  n e o s p i r a m ic in a  111, r é s u l t a n t e  de l a  e l im in a c iô n  en 
e s p i r a m ic in a  d e l  azûca r  m ica ro sa ,  a s i  como f o r o c i d i n a  111,
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TABLA I
EFECTO DE AETIBI0TIC03 oOBKE LA REACCION DE AC-LEU-tRNA CON 
PUROMICINA.-
Formacion de A c e t i l - l e u c i l - p u r o -  
m ic ina .
Concen trac iôn % de l  c o n t r o l
A n t i b iô t i c o Molaridad 10 min. 40 min.
C l o r a n f e n ic o l 1 ,5 X 10-4 1 5
D -T ioc im e t ina 1 ,5 X 10“4 2 2
D-AIAP-5 1 ,5 X 10-4 0 2
L -T ro o -C lo ra n fe n ic o l 1 ,5 X 10-4 77 81
E s p i r a m ic in a  111 1 ,5 X 10"4 61 43
N eo sp i ra m ic in a  111 1 ,2 X 10-5 72 95
F o ro c id in a  111 1 ,5 X 10-5 75 91
E r i t r o m i c i n a 1 ,5 X lQ-5 140 116
Oleandomicina 1 ,5 X 10-5 130 120
Carbomicina 1 ,5 X 10-4 5 5
Angolam icina 
E sû rep tog ram ina  A
1 .5
1 .5
X
X
10-4
lQ-4
30
0
47 
. 1
V i r i d o g r i s e i n a 1 ,5 X 10-4 36 80
_^ncomicina 2 X 10-4 9 11
^vOi'arsomicina 1 X 10-4 5 4
A m ice t ina 1 ,5 X 10-5 5 17
G ougero t ina
T e t r a c i c l i n a
1 .5
1 .5
X
X
IQ-4
10-4
6 ,6  
81
14
75
Ac. F u s ld ic o 2 X 10-5 .85 91
o u l f a t o  de p o l i d e x t r a  
no 1 ,5 X 10-G 66 ■ 72
P a c t am ieina 2 X 10-4 150 120
D-Win 5094 1,5 X 1 0 -4 10 35
Mezcla de in c u b a c iô n  como en F ig .  3 p e ro  anadiendo lo s  a n t i ­
b i o t i c o s  que se in d i c a n  a n te s  de i n i c i a r s e  l a  r e a c c i ô n .  La 
c o n c e n t r a c iô n  de a n t i b i ô t i c o  lu e  c a l c u l a d a  sobre  l a  base de l
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volumen de r e a c c i o n  a n te s  de l a  a d i c iô n  de m etano l .  El en-  
sayo se e f e c tu ô  como se i n d i c a  en l a  s e c c i ô n  de métodos p a ­
r a  l a  r e a c c i ô n  de p u ro m ic in a .
d e r iv a d o  d e l  a n t e r i o r  po r  e l im in a c iô n  d e l  r e s i d u e  i so m ica -  
mina, son i n a c t i v o s .  E s te  r e s u l t a d o  e s t a  de acuerdo con e l  
mayor poder  i n h i b i d o r  de e s p i r a m ic in a  111 con r e s p e c t e  a 
n e o s p i r a m ic in a  111 y f o r o c i d i n a  111 en s i s t e m a s  de in c o rp o -  
r a c i ô n  de aminoâcidos d i r i g i d o s  por  p o l i n u c l e ô t i d o s  s i n t ô -  
t i c o s  (Vazquez, 196? b ) .
E r i t r o m i c i n a  y su analogo e s t r u c t u r a l  o leandom ic ina  
p r o d u c e r  una l i g e r a  a c c iô n  e s t im u l a n te  sobre  l a  r e a c c i ô n  de 
Ac-Leu-tRNA con p u ro m ic in a .  Por su p a r t e  l o s  o t r o s  dos ma­
c r ô l i d o s  ensayados ,  an g o lam ic in a  y ca rb o m ic in a  ac tù an  como 
i n h i b i d o r e s ,  s ie n d o  e l  p r im ero  menos a c t i v e  que e l  segundo.
E s t r e p to g ra m in a  A, l in c o m ic in a ,  e s p a r s o m ic in a ,  amice­
t i n a  y g o u g e r o t in a  son f u e r t e s  i n h i b i d o r e s  de e s t a  r e a c c i ô n ,  
m ie n t r a s  que t e t r a c i c l i n a  t i e n e  poca a c t i v i d a d  a c o n c e n t r a -  
c io n e s  que in h ib e  t o t a lm e n te  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  (Suârez  
y N athans ,  1963)• Igualm ente  es poco a c t i v o  e l  p o l i a n i ô n  
s u l f a t e  de p o l i d e x t r a n o , p a t e n t e  i n h i b i d o r  de l a  f i j a c i ô n  
de aa-tRNA a r ibosomas (Vazquez, Monro 1967) .  E s te  compues- 
t o  fué  ensayado a b a j a  c o n c e n t r a c iô n  p o r  e l  hecho de que a 
a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  a l  a c t u a r  p o s ib lem e n te  como d e t e r -  
g e n t e ,  d e s o rg a n iz a  e l  r ibosom a.
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La fo rm ac ion  de A c-Leu-purom icina  no es a f e c t a  p o r  
a n t i b i o t i c o s  como âc ido  f u s l d i c o  y p a c ta m ic in a  i n h i b i d o r e s  
ambos de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  e l  p r im ero  p o r  i n h i b i r  e s -  
p e c i f i c a m e n t e  e l  paso de t r a s l o c a c i ô n  p o r  f i j a r s e  a l  f a c t o r  
G ( K i n o s h i t a ,  Kawano y Tanaka, 1968) ,  m ie n t r a s  que pac tam ina  
p a r e c e  a c t u a r  a f e c ta n d o  l a  e s t r u c t u r a  d e l  complejo de i n i -  
c i a c i ô n  (Cohen, Goldberg ,  H e rn ec , 1969) .
E r i t r o m i c i n a ,  o leandom ic ina  y p a c ta m ic in a  que p ro d u -  
cen  l i g e r a  e s t im u l a c i ô n  de l a  r e a c c i ô n  con p u ro m ic in a ,  f u e -  
r o n  ensayados en a u s e n c i a  de m e tano l ,  con o b je to  de a v e r i -  
guar  s i  e s t a  e s t im u l a c i ô n  e r a  d eb id a  a que e s t e s  a n t i b i ô t i -  
cos a c tu ab an  p o r  un mécanisme de a c t i v a c i ô n  semeja n t e  a l  
a l c o h o l .  Los r e s u l t a d o s  ob ten id o s  fu e r o n  n e g a t iv o s  po r  l e  
que p a re c e  que e s t a  h i p ô t e s i s  es d e s c a r t a b l e .  Es p o s i b l e  que 
e l  e f e c t o  e s t i m u l a n t e  de e r i t r o m i c i n a  en l a  r e a c c i ô n  de pu­
r o m ic in a  u t i l i z a n d o  como s u s t r a t o  Ac-Leu-tRNA s e a  debido a 
que su  f i j a c i ô n  como proponen Teraoka y Tanaka (1971) ,  p r o -  
duzca  un cambio de c o n f ig u r a c iô n  en e l  r ibosoma p o r  e l  cua l  
quede m o d i f ic ad a  l a  f i j a c i ô n  del  s u s t r a t o ,  l a  a c c iô n  p e p t i -  
d i l t r a n s f e r a s a  y p o s ib lem en te  l a  t r a s l o c a c i ô n .  :
El e f e c t o  de d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c io n e s  de lo s  mas 
p o t e n t e s  i n h i b i d o r e s  de l a  r e a c c i ô n  es r e p r e s e n t a d a  en lo s  
g r â f i c o s  de l a s  F i g s .  4 y 3. Como puede o b s e rv a r s e  sobre  l a  
b ase  de l a s  c o n c e n t r a c io n e s  que producer, un 3C/'j de i n h i b i -
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FIG. 4 . -  E fe c to  de c o n c e n t r a c iô n  de i n h i b i d o r e s  sobre  l a  r e a c c i ô n  
de Ac-Leu-tRÎIA_ con p u rom ic ina .  Llezcla de in c u b ac iô n  como' 
se  i n d i c a  en l a  F ig .  3. ^iempo de in c u b a c iô n  1 5 ’ . l a  c o n c e n t r a c iô n  
de a n t i b i ô t i c o  fué c a l c u l a d a  sobre  l a  base  del  volumen de r e a c c i o n  
an te s  de l a  a d i c iô n  de m etanol .  Ensayo r e a l i z a d o  como se i n d i c a  en 
l a  s e c c iô n  de métodos. En e l  c o n t r o l  r e a c c io n ô  e l  4GA de l a  r a d i o ­
a c t i v i d a d  i n i c i a l  ah ad id a ,  despues de 
v id ad  e x t r a i d a  a tiempo 0 min.
s u s t r a c c i o n  de l a  r a d i o a c t i -
100
75<r
■+—'
1000100
Inhibidor (juM)
FIG. 5*-' E fec to  de c o n c e n t r a c iô n  de e s p a r so m ic in a  g o u g e r o t i ­
na y a m ic e t in a  sobre  l a  r e a c c i ô n  de Ac-Leu-tRlTA con 
pu rom ic ina .  Condiciones de ensayo como l a s  de l a  F ig .  4 .  El 
c o n t r o l  r e a c c io n ô  e l  42 % de l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  anad ida  
después de s u s t r a c c i ô n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  e x t r a i d a  a tiempo 
G min.
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c i o n ,  e s t o s  a n t i b i o t i c o s  pueden o rd e n a r s e  de mayor a menor 
a c t i v i d a d  en e l  orden e s t r e p to g r a m in a  A> ca rb o m ic in a  = e s p a r  
so m ic in a  ^  l i n c o m ic in a  c l o r a n f e n i c o l  ^  g o u g e ro t in a
a m ic e t in a .  Por su p a r t e  v i r i d o g r i s e i n a  a n t i b i ô t i c o  d e l  g ru ­
po de e s t r e p to g r a m in a  B p ro d u ce ,  a l  maximo de c o n c e n t r a c iô n  
ensayado ,  t a n  s ô lo  30% de i n h i b i c i ô n .
E fe c to  com para t ive  de i n h i b i d o r e s  u t i l i z a n d o  como s u s t r a t o  
Ac-Lou-tPNA Ô CACGA-Lcu-Ac.
Empleando l a s  c o n c e n t r a c io n e s  de l o s  a n t i b i ô t i c o s  
que p ro d u c e r  un 30% de i n h i b i c i ô n  en l a  fo rm ac iôn  de e n lac e  
p e p t i d i c o  con Ac-Leu-tHlTA se e s t u d i ô  e l  p o r c e n t a j e  de i n h i ­
b i c i ô n  que p ro d u c e r  lo s  mismos a n t i b i ô t i c o s  a l  u t i l i z a r  co­
mo s u s t r a t o  donador de l a  r e a c c i ô n  CACCA-Leu-Ac, a l i g o n u -  
c l e ô t i d o  t e r m i n a l  de Ac-Leu-tRNA. En e s t e  caso y debido  a l  
c u r s o  mas l e n t o  de e s t a  r e a c c i ô n  (F ig .  6 ) ,  l a s  co n d ic io n e s  
u t i l i z a d a s  p a r a  o b te n e r  una c a n t i d a d  de p ro d u c to  medible  f u e ­
r o n  l a s  mismas co n d ic io n es  que l a s  empleadas usando como 
s u s t r a t o  donador Ac-Leu-tRNA ex cep te  que se increm entô  l a s  
c o n c e n t r a c io n e s  de subunidades  h a s t a  l a  c i f r a  de 1 mg/ml.
Se ensayô e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de a n t i b i ô t i c o s  en l a  f a s e  li-^ 
n e a l  de l a  r e a c c i ô n .
Como puede o b s e rv a r s e  en l a  T ab la  11, l a  r e s p u e s t a  
de l a  mayorla  de lo s  a n t i b i ô t i c o s  empleados fué  p r â c t i c a m e n -
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FIG. 6 . -  C i n é t i c a  de r e a c c i ô n  de CAGGA-Leu-Ac con pu rom ic ina .
C o n d ic io n e s •de ensayo como en F ig .  $, excep te  que 
Ac-Leu-tPJTAfué s u s t i t u i d o  por  7 OM GACGA-Leu-(H5)Ac. de l a  mis­
ma a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  y l a  c o n c e n t r a c iô n  de subunidades  50A 
fué en(#—#) 1 mg/ml y en
ron  s u s t r a i d o s  lo., b lancos  a tiempo 0 min.
V JL  C l Cy U  I I O  d X  U - L  C ^ l i .  C X C O  CL U C J.i-1-'w C  ^
(o—o) c , 25 mg/ml. A cada tiempo fu e -
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TABLA I I
INHIBICIÔN DE LA PEPTIDILTRAN3FERASA DE 503 POP ANTIBI0TIC03. 
EFECTO DEL U30 DE DIFERENTE3 3U3TRAÏ03
% de i n h i b i c i ô n  de fo rm acion  de
Ac-Leu-pnrom icina  
C o n cen t rac iô n  S u s t r a t o
A n t i b i ô t i c o Inolar idad Ac-Leu-tRNA CACCA—Leu-
C l o r a n f e n i c o l 6  X  1 0 “ ^ 50 45
L in co m ic in a 4 X 10“ ® 50 45
Carbomicina 5 X 10“ ® 50 44
E s t r e p to g r a m in a  A 1 X 10“ ® 50 40
A m ice t ina 4 X 10“ ^ 50 54
G ou g ero t in a 1 , 5xlO“ 5 • 50 44
E sp a rso m ic in a 3 X 10“ ® 50 • 20
Mezcla de in c u b a c iô n  como en l a  F ig .  $, excep te  que en e l  
caso  de u t i l i z a r  CACCA-Leu-Ac se em plearon 1 mg/ml de sub­
un id ad es  563 y 7 de e s t e  f rag m en te .  Tiempo de in c u b ac iô n  
15 min. El ensayo se  e f e c tu ô  como se i n d i c a  en l a  s e c c i ô n  
de métodos.
-  97 -
t e  i d é n t i c a  a l  u t i l i z a r  como s u s t r a t o s  e l  tRNA complete  o 
e l  o l i g o n u c l e o t i d e  t e r m i n a l .  8 i n  embargo es de d e s t a c a r  = 
que e s p a r s o m ic in a  in h ib e  p r e f e r e n c i a l m e n t e  l a  fo rm acion  de 
e n la c e  p e p t i d i c o  cuando se u s a  como s u s t r a t o  Ac-Leu-tRNA. 
Dicha i n h i b i c i ô n  como apa rece  en F ig .  7? es mayor en e l  c a ­
so de u t i l i z a r  como s u s t r a t o  Ac-Leu-tRNA a l e  l a r g o  de l a s  
d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c io n e s  de e s p a r s o m ic in a  en say ad as .  E s te  
s u g i e r e  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  no s ô lo  i n t e r f i e r e  en l a  i n -  
t e r r e l a c i ô n  GAGGA-Leu-Ac-ribosoma, s in o  ademâs con o t r a  
p a r t e  d e l  tRNA, ya s e a  p o r  un mecanismo a l o s t é r i c o , o p o r -  
que ademâs se f i j e  e s t e  a n t i b i ô t i c o  a  o t r a s  pacaites de l a
Aisubun idad  508, o b i e n  a un s i t i o  de 503 con e l  qu^ i n t e r a c -
\ t
c io n a n  no s ô lo  e l  CACCA-Leu-Ac t e r m i n a l  s in o  tambfiôn o t r a s  
p a r t e s  d e l  tRNA. ' . . < - ' /  y
Antagonisme e r i t r o m i c i n a - l i n c o m i c i n a  y e r i t r o m i c i n a - c l o r a n  
f e n i c o l  en l a  a c t i v i d a d  e n z im â t ic a  p e p t i d i l - t r a n s f e r a s a .
E r i t r o m i c i n a  se  f i j a  a l a  subunidad  508 (Taubman, 
J o n e s ,  Young y Corcoran ,  1966) ,  Y p a r e c e  s e r  que su  i n h i b i ­
c i ô n  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  depende de e s t a  f i j a c i ô n  
( O l e i n i c k  y C orcoran ,  1969) .  En exper im en tos  r e a l i z a d o s  i n  
v iv o  p o r  B arber  y V/aterv/orth (1964) ,  se  ha v i s t o  que en ce- 
pas  de Stafilococcms aureus  r é s i s t a n t e s  a e r i t r o m i c i n a ,  e l  
e f e c t o  i n h i b i d o r  de l i n c o m ic in a  es anulado en p r e s e n c i a  de 
e r i t r o m i c i n a .  De ig u a l  n a n e ra  en exper im en tos  r e a l i z a d o s
100
50
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100
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1000
FIG. 7 . -  I n h i b i c i ô n  de p e p t i d i l t r a n e f e r a s a  p o r  e s p a r so m ic in a .  E fec­
to  d e l  empleo de d i f e r e n t e s  s u s t r a t o s .  E e z c la  de incuba­
c iô n  como en F i e . $, excep te  Que en e l  caso de u t i l i z a r  GACCa—Leu— 
Ac. (7 nil) se emplearon 1 mg/ml de subunidades  5C3. Tiempo de in cu ­
b ac iô n  fue de 15 min. El ensayo se e f e c tu ô  como se i n d i c a  en l a  s e c ­
c iô n  de métodos. En e l  c o n t r o l  en p r e s e n c i a  de Ac-Leu-tiusii r e a c c i o ­
nô e l  4-5 % de l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n i c i a l  ah a d id a ,  con CACCA-Leu-Ac 
l a  r e a c c i ô n  fué  de l  4-0%.
(A ^ A )  s u s t r a t o  CACCA-Leu(H^)Ac ; s u s t r a t o  Ac-Leu(H^)tRILn i
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i n  v i t r o  con B a c i l l u s  GtoarotKermcçiiiluG, Chang y Weisblum 
( 1 9 6 7 ) » obce rva ron  que e l  e f e c t o  i n b i b i d o r  de l in c o m ic in a  
en s i n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  d i r i g i d o  po r  e l  mensajero  
s i n t c t i c o  p o l i  U e r a  r e v e r t i d o  po r  e r i t r o m i c i n a .
Con o b je to  de a v e r i guar  s i  e s t e  antagonisme p o d ia  
e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de l  
r ibosom a,  se e n f r e n t a r o n  e s to s  a n t i b i ô t i c o s  en l a  r e a c c i ô n  
de f ragm ente  en p r e s e n c i a  de r ibosomas 703 y en c o n d i c io ­
nes s t a n d a r d .  Some se ve en l a  Tabla  111, e r i t r o m i c i n a  aun­
que no in h ib e  form aciôn  de en la c e  p e p t i d i c o , e s  capaz de anu 
l a r ,  cuando se ahade s im ul tâneam ente  con l in c o m ic in a ,  e l  
e f e c t o  i n h i b i d o r  de e s t a .
E s te  r e s u l t a d o  e s t a  de acuerdo con l a  i n h i b i c i ô n  de 
l a  f i j a c i ô n  de l in c o m ic in a  por  e r i t r o m i c i n a ,  t a n t o  en s i s t e ­
mas c u r e n t e s  de e t a n o l  (Chang y Weisblum,1967),  con r i b o s o ­
mas de B a c i l l u s  ^stearothgLmcpbilus, como en p r e s e n c i a  o ausen 
c i a  de e t a n o l  con r ibosomas de E. C o l i  (Eemandez-Muhoz ,Te- 
s i s  d o c t o r a l ) ,  probando que c l  an tagonism e e n t r e  e r i t r o m i c i ­
na y l i n c o m ic in a  e s t a  l o c a l i z a d o  a n i v e l  de su ac c iô n  sobre  
p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  y que e l  s i s t e m a  empleado aqui  es c o r r e -  
l a c i o n a b l e  con e f e c t o s  que t i e n e n  l u g a r  i n  v iv o .
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TABLA I I I
REVERSION POR ERITROMICINA DEL EFECTO INHIBIDOR DE LINCO­
MICINA SOBRE LA ACTIVIDAD PSPTIDILTRAN3FERASA.
A n t i b i ô t i c o  ahadido cpm % de R eacc ion
Ninguno 45 3
10“ 5 FM 1580 94
pi,î + 10"'^ M L i n e . 80 3
i o ~5m PM + 10" 5 M E r i t r . 1330 91
1 0 " %  PM + 10"5 M E r i t r . + 10"^
M. Line 1680 100
La mezcla  de r e a c c i ô n  en un volumen de .0,150 ml c o n t e n i a :
1 mg/ml de r ibosomas /OS de E. C o l i  MR-600, 2 ,5  nlVI de CACCA- 
Leu (Hb)Ac ( a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  aproximada 20 Ci/mmol, Tris- 
CIH, pH 7 , 5 ,  53 mivi, a c e t a t o  magnésico 13 mM, CIK 2 /0  mlvl, 
0 ,0 5 0  ml de e t a n o l  y l a s  c o n c e n t r a c io n e s  de lo s  a n t i b i ô t i c o s  
i n d i c a d o s . El ensayo fué e fe c tu a d o  como se i n d i c a  en métodos 
p a r a  l a  r e a c c i ô n  de f rag m en te .
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E r i t r o m i c i n a ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  en un s i s t e m a  de s i n t e ­
s i s  de p o l i l i s i n a  d i r i g i d o  p o r  p o l i  A produce  l a  acumula- 
c i ô n  de p é p t i d o s  pequehos de l i s i n a ,  im pid iendo  l a  acumula- 
c i ô n  de p o l i p é p t i d o s . En e l  mismo s i s t e m a ,  a l  c o n t r a r i o  de 
l o  que sucede con e r i t r o m i c i n a ,  c l o r a n f e n i c o l  in h ib e  c a s i  
p o r  com plete  l a  acumulaciôn de pequehos p é p t i d o s .  Ahora 
b i e n ,  s i  se  ahaden s im ultâneam en te  e r i t r o m i c i n a  j  c l o r a n f e -  
n i c o l ,  e l  e f e c t o  observado es e l  mismo que en e l  caso  de l a  
s o l a  p r e s e n c i a  de e r i t r o m i c i n a ,  es d e c i r ,  queda anulado e l  
e f e c t o  d e l  c l o r a n f e n i c o l  (Teraoka ,  Tanaka, Tamaki, 1969) .
Se ha  observado  tam bién  que e r i t r o m i c i n a  in h ib e  t o t a lm e n te  
f i j a c i ô n  de c l o r a n f e n i c o l  (C^^) a l  r ibosom a t a n t o  en ausen 
c i a  (Vâzquez, 1 9 6 6 ; Wollfe y Hahn, 1965) ,  como en p r e s e n c i a  
de e t a n o l  (Fernandez-Muhoz, T es i s  d o c t o r a l ) .  A l a  v i s t a  de 
e s t o s  t r a b a j o s ,  con o b je to  de r e l a c i o n a r  l a  i n t e r a c c i ô n  de 
e s t o s  a n t i b i ô t i c o s  con e l  r ibosom a,  se  ensayô p a ra l e la m e n -  
t e  e l  e f e c to  de e r i t r o m i c i n a  y c l o r a n f e n i c o l  en l a  r e a c c i ô n  
de f r a g m e n te . Como se  o b se rv a  en l a  T ab la  IV, e r i t r o m i c i n a  
au n q u e• in cap az  de i n h i b i r  l a  r e a c c i ô n ,  impide e l  e f e c t o  i n ­
h i b i d o r  de c l o r a n f e n i c o l . Asi p u e s ,  e l  antagonisme e n t r e  e r i  
t r o m i c i n a  y c l o r a n f e n i c o l  se  s i t u a  tafcbién  e s p e c i f i c a m e n te  
en e l  paso de fo rm ac iôn  de en lace  p e p t i d i c o ,  co n t r ib u y en d o  
e s t e  r e s u l t a d o  a l  e s c l a r e c i m i e n t o  de l a  i n t e r r e l a c i ô n  de 
ambos a n t i b i ô t i c o s  con e l  r ibosom a.
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TABLA IV
REVERSION POR ERITROMICINA DEL EFECTO INHIBIDOR DE CLORANFS- 
NICOL SOBRE LA ACTIVIDAD PEPTIDILTRARSFERASA.
A n t i b i ô t i c o  ahadido cpm % de Reacciôn
Ninguno 30 3
10“ 5 M PM 1930 98
10“ 5 M PM + - 410 ^ M CAP 210 11
10“ ^ M PM lO” ^ M E r i t r . 1940 98
10“ ^ M PM + lO""*^  M CAP + 10"^ M.
E r i t r , 1980 100
Ensayo e fe c tu a d o  en l a s  mismas c o n d ic io n e s  que e l  de l a  Ta­
b l a  111.
A c t iv id a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de r ibosomas de d i s t i n t o s  o r ­
ganismes p r o c a r i ô t i c o s . Su comprotamiento f r e n t e  a d i s t i n t o s  
a n t i b i ô t i c o s .
Con o b je to  de comprobar l a  g e n e r a l id a d  d e l  mecanismo 
de fo rm aciôn  de en la c e  p e p t i d i c o  en d i s t i n t o s  t i p o s  de r i b o ­
somas 70S, se  ensayô l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de r i -  
bospmas de organism es r e p r é s e n t a n t e s  de l o s  grupos de b a c t e -  
r i a s  Gram p o s i t i v a s .  Gram n e g a t iv a s  y a lg a s  a s u l e s  (T a y lo r ,  
y S t o r c k ,  1964) ,  m ediahte  l a  u t i l i z a c i ô n  de l a  denominada
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r e a c c i ô n  de f ra g m en te .  En l a  F ig .  0 ap a rece  r e p r e s e n ta d o  
e l  c u r so  de l a  fo rm aciôn  de A c - l e u c i l - p u r o m i c i n a  u t i l i z a n  
do lo s  r ibosom as de lo s  organismes mencionados.  Como pue­
de o b s e rv a r s e  l o s  t r è s  t i p o s  de r ibosomas ensayados p r e s e n  
t a n  a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .  El hecho de que l a  ex-  
t e n s i ô n  de l a  r e a c c i ô n  s e a  mener en e l  caso de u t i l i z a r  lo s  
r ibosom as  de B a c i l l u s  s u b t i l i s  y A n a c y s t i s  montana , i n d i c a  
l a  mener a c t i v i d a d  de e s t o s  r ibosomas d eb id a  ya s e a  a l  t r a -  
t a m ie n te  mas d r â s t i c o  que s u f r i e r o n  l a s  c e l u i a s  p a r a  l a  ob~ 
t e n c i ô n  de l o s  r ibosom as ,  o a que e s t o s  organismes poseen  
r ibosom as  de mayor l a b i l i d a d ,  como sabemos o cu r re  en e l  ca ­
so de B a c i l l u s  s u b t i l i s  (Talceda y Lipmann, 1965) .
Igua lm en te  se  e s tu d iô  e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de una s e ­
r i e  de a n t i b i ô t i c o s  a c t i v e s  sobre  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
en l a  fo rm ac iôn  de e n lac e  p e p t i d i c o  c a t a l i z a d a  po r  lo s  r i ­
bosomas de e s t o s  m ic ro o rg an ism o s . Como es s a b id ô ,  hay  a lg u -  
nos a n t ib - i ô t i c o s  i n h i b i d o r e s  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  que 
in h ib e n  p r e f e r e n c i a l m e n t e  b a c t e r i a s  Cran p o s i t i v a s  o a lg a s  
azules-.  (Vâzquez y Monro, 1967; Rodriguez-Lôpez y Vâzquez, 
1968) .  E l lo  no s iempre es deb ido  a d i f e r e n c i a s  en pe rm eab i-  
l i d a d  c e l u i a r ,  s in o  tam bién  a d i f e r e n c i a s  en sus  r ibosom as ,  
a s i  c l o r a n f e n i c o l  y e s p a r s o m ic in a  que son  igua lm en te  a c t i ­
ves  en b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y Gram n e g a t i v a s ,  son  i g u a l ­
mente i n h i b i d o r e s  de fo rm aciôn  de e n la c e  p e p t i d i c o  como -  
puede v e r s e  en Tab la  V en l a  que l a  c o n c e n t r a c iô n  r e q u e r i d a
9 0
E.Coli
0  6 0
1
■S
B. Subtilis
3 0
A. Montana
15 3 0  45
Tiempo (min)
6 0
FIG. 8 . -  A c t iv id a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de A .^C o l i ,  B. S u b t i l i s  
y A. montana medida mediante r e a c c i ô n  de C^GC^-Leu- 
(h3)Ac con p u rom ic ina .  Ansayo e fec tu ad o  en l a s  c o n d ic io n e s  de 
r e a c c i ô n  de f ragm ente  in d ic a d a s  en métodos, u t i l i z a n d o s e  
1 mg/ml de r ibosomas de lo s  organismes in d ic a d o s ,  y 7 de 
CAGGA-Leu(H5)Ac. An cada punto  fu e ro n  s u s t r a l d o s  l o s  b lancos  
a tiempo 0 min.
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TABLA V
CONCENTRACION de ANTIBIOTICOS REQUERIDA P/iRA INHIBIR L. 
REACCIONDE FRAGMENTO EL ^C%. ■
Ribosomas de
A n t i b i ô t i c o E. C o l i B. S u b t i l i s  A. montana
C l o r a n f e n i c o l  
E s t r e p to g ra m in a  A 
,L incomicina 
E sp arso m ic in a
10
5
6 
20
10
1
0 , 2
20
10
2
2
20
Ensayo e fe c tu a d o  en l a s  mismas c o n d ic io n e s  que e l  expérimen­
t e  de l a  F ig .  8.
p a r a  cadà  uno de e s t o s  dos a n t i b i ô t i c o s  es l a  ^ i s m a  cuando 
se  u t i l i z a n  r ibosomas de a lg a s  a z u l e s ,  b a c t e r i a s  Gram p o s i ­
t i v a s  y b a c t e r i a s  Gram n e g a t i v a s .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  l a  l i n c o ­
m ic ina  y l a  e s t r e p to g r a m in a  A p r e f e r e n c i a l m e n t e  a c t i v e s  en 
b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y en a lg a s  a z u l e s ,  y como puede ob­
s e r v a r s e  en l a  T ab la  V in h ib e n  fo rm ac iôn  de en la ce  p e p t i d i ­
co p r e f e r e n c i a l m e n t e  cuando se  us an r ibosomas de e s t o s  m icro­
organ ism os .  E l lo  s u g ie r e  que hay una c l a r a  d i f e r e n c i a  e n t r e  
r ibosom as de b a c t e r i a s  Gram p o s i t i v a s  y Gram n e g a t iv a s  que
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es d eb id a  a l  menos en c i e r t o s  c a s o s ,  a l  enzima p e p t i d i l ­
t r a n s f  e r a s a .
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CAPITULO I I .
§IÏÏ08_DE_P1JAC10N_DE_SU3TRAT08_EU_EL_CEUTE0_PEPT1D1LTPAUB' 
FERASA DE RIBOSOMAS DE E. COLI.
En e s t e  c a p i t u l e  se  ha c a r a c t e r i z a d o  l a  f i j a c i ô n  e s -  
p e c i f i c a  de l o s  s u s t r a t o s  d e l  enzima r ihosôm ico  p e p t i d i l ­
t r a n s f  e r a s a  CACCA-Leu-Ac y UACCA-Leu, e s tu d iâ n d o s e  e l  e f e c ­
t o  de i n h i b i d o r e s  de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  sobre  ambas 
f i j a c i o n e s .
F i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac a r ibosomas 70S y a sus  subun idades
Con o b je to  de comparar l a  a c c iô n  de a n t i b i ô t i c o s  i n ­
h i b i d o r e s  de fo rm ac iôn  de e n la c e  p e p t i d i c o  con su  e f e c t o  so 
b r e  l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  donador de d ic h a  r e a c c i ô n ,  se 
comenzô p o r  en s a y a r  e s t a  en l a s  c o n d ic io n e s  u t i l i z a d a s  p a r a  
l a  denominada " r e a c c iô n  de f ragm ente"  p e ro  s i n  p u ro m ic in a .
Ya que l à  f i j a c i ô n  a p r e c i a b l e  de CACCA-Leu-Ac a l  r ibosom a ,  
es muy pequeha ,  aunque s i g n i f i c a t i v a  en l a s  mencionadas con 
d i c i o h e s ,  se  en say aro n  m o d i f ic a c io n e s  t e n d a n te s  a h a c e r l a  
c u a n t i f i c a b l e .
Como puede v e r s e  en l a  Tab la  VI,  l a  f i j a c i ô n  aumenta 
con l a  c o n c e n t r a c iô n  de e t a n o l ;  d e l  mismo modo aumenta l a  
f i j a c i ô n  no i n h i b i b l e  po r  e s t r e p to g r a m in a  A. En exper im en tos  
p O o te r io r e s  deb ido  a que l a  a f i n i d ad de a lgunos  a n t i b i ô t i c o s
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TABLA VI
FIJACIOJîDE CACCA-Leu-Ac A RIBOSOMAS: EFECTO DE LA CONCENTRA- 
CIOR DE ETANOL.
% F i j a c i ô n  de r a d i o a c t i v i d a d  ahad ida
% E ta n o l  S in  a n t i b i ô t i c o  Con e s t r e p to g r a m in a  A 0 ,1  mM D i f e r e  
_________   _^_______________________________________________ c i a
0 0 0 0
55 15 5 12
50 48 25 25
60 70 50 • 40
Se u t i l i z a r o n  5 mg/ml de r ibosomas 70S. El t iempo de in c u b a ­
c i ô n  fué  de 20 m in u te s .  Las o t r a s  co n d ic io n e s  y l a  manera de 
e f e c t u a r  e l  ensayo se i n d i c a  en l a  F ig .  9
p o r  e l  r ibosom a quedaba a f e c t a d a  p o r  c o n c e n t r a c io n e s  de e t a ­
n o l  s u p e r i o r e s  a l  50% ( v / v ) ,  se u t i l i z ô  d ic h a  c o n c e n t r a c iô n  
de a l c o h o l  como s t a n d a r d .  El p a p e l  d e l  e t a n o l  aunque t o d a v la  
no a c l a r a d o ,  e s t a  s iendo  u t i l i z a d o  en- l a  a c t u a l i d a d  en nume- 
r o s o s  l a b o r a t o r i e s ,  t a n t o  en e s t u d i o s  de fo rm aciôn  de en lace  
p e p t i d i c o  ( ^ i l v e r t e i n ,  1969) ,  (Tompkins,  1970),  como en t e r -  
m inac iôn  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  in  v i t r o  (Tompkins, S c o ln ic k  
y Caskoy, 1970) y es ademâs ampllamente empleado en l a  o b te n -
-  107  -
c i o n  de subunidades  r ib o so m icas  ( S t a e h e l i n  y c o l . ,  1969) .
El e f e c to  de l  e t a n o l  como e l  de o t r o s  a l c o h o le s  u t i l i z a d o s  
(Monro y  c o l . ,  1969) ,  ha s id o  p o o tu la d o ,  puede s e r  deb ido  
a l a  m o d i f i c a c io n  de l a  e s t r u c t n r a  de l  r ibosom a a c t iv a n d o  
e l  enzima p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ,  l o  que se t r a d u c i r î a  en e s ­
t e  caso p o r  e l  aumento de a f i n i d a d  d e l  s u s t r a t o  p o r  e l  en­
zima.
Como se  i n d i c a  en l a  F ig .  9» la. f i j a c i o n  de CACCA- 
Leu-Ac a r ibosom as ,  aumenta también a l  aumentar l a  concen-  
t r a c i ô n  de é s t o s ,  no l l e g â n d o s e  aûn a c o n c e n t r a c io n e s  de 
subunidades  50S de 12 mg/ml, é q u i v a l e n t e s  a 6 jilvl y en p r e -  
s e n c i a  de 1 a 2 mmoles de s u s t r a t o  a a l c a n z a r  l a  s a t u r a c i ô n  
d e l  s i s t e m a ,  l o  que da i d e a  de l a  b a j a  a f i n i d a d  d e l  s u s t r a ­
t o  p o r  e l  r ibosom a.
Como m u es t ra  e l  experim ento  de l a  T ab la  V II ,  l a  f i 4  
j a c i o n  de GACCA-Leu-Ac a r ibosomas 70S subunidades  ^OS y 303 
a l c a n z a  lo s  v a l c r e s  de 30%, 30% y 18% r e s p e c t i v a n e n t e , en 
p r e s e n c i a  de 30% ( v /v )  de e t a n o l  v a r ia n d o  l a  e x t e n s io n  de 
l a  f i j a c i o n  con d i s t i n t a s  p r e p a r a c io n e s  de r ibosom as .  La ad i4  
c iô n  de 0 ,1  mlvî de e s t r e p to g r a m in a  A b a j a  l a  f i j a c i o n  a 23 y 
13% en e l  caso  de 70S y 303, no t e n ie n d o  n ingûn e f e c t o  sobre  
la. f i j a c i o n  a 303. La f i j a c i o n  r e v e r t i d a  en p r e s e n c i a  de
FIG. 9 . -  F i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac a subunidades  3O8 . E fec to  de 
l a  c o n c e n t r a c io n  de subun idades .  La mezcla de in cu b a-  
c io n  c o n te n ia  en un volumen de 0 ,130  ml: CAGGA-(H^)Leu-Ac 2 nl^ I 
( a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  aproximada 20 Ci/mmol, (Ac)p y 13 
CIK 270  T ris-CIH  pH 7 ,3  4-0 mlvl, y r ibosomas en l a  c o n c e n t r a -
c io n  in d i c a d a  y 30 % (v /v )  de e t a n o l .  El tiempo de in cu b ac io n  
fué  de 20 min. En ensayo se  e f e c tu o  como se i n d i c a  en l a  s e c c iô n  
de métodos.
^•*^#Js is tem a com plète ;  ^ o - o ^ s i s t e m a  complete  mas 0 ,1  mî,! 
de e s t r e p to g r a m in a  A.
FIG. 1 0 . -  C i n é t i c a  de f i j a c i o n  de CAOCA-Leu-Ac a r ibosomas 70S.
La mezcla de in c u b ac io n  c o n t e n i a  lo s  mismos componen- 
t e s  que l a  F ig .  9 ,  excep te  que se u t i l i z a r o n  3 mg/ml de r i b o s o ­
mas 70s .  Se e f e c tu o  e l  ensayo como se i n d i c a  en métodos, c e n t r i -  
fugendo lo s  3 min. a 33000 g y 49 G.
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TABLA VII
PIJACIIÎ DE CACCA-Leu-Ac A RIBOSOMAS 70S Y A SUSSUBUNIDADES 
% F i j a c i o n  de r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
Ribosomas S in  a n t i b i ô t i c o  Con e s t r e p to g r a m in a  A 0 ,1  ml.î D i f e -
r e n c i a
7 0 s  50 25 25
508 50 15 55
50s  18 19  -1
Se u t i l i z a r o n  r ibosomas 70S o sus subun idades  a una concen-  
t r a c i ô n  de 3 mg/ml. El tiempo de in c u b a c io n  fué  de 20 minu­
t e s .  Las o t r a s  c o n d ic io n e s  y l a  manera de e f e c t u a r  e l  ensa­
yo se  i n d i c a  en l a  E ig .
e s t r e p to g r a m in a .A  s e r a  l a  que t e n g a  lu g a r  en e l  s i t i o  d e l  
r ibosom a s e n s i b l e  a d icho  a n t i b i ô t i c o .  El r e s t e  de Ac-Leu-T^ 
unido  a 70 y 508, a s i  como e l  f i j a d o  a l a s  subunidades  308, 
•es p robab lem ente  debido a i n t e r a c c i o n e s  no e s p e c l f i c a s  con 
e l  enzima p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
Los r ibosomas 70S p r e s e n t a n  en g e n e ra l  a lo  l a r g o  de 
l o s  expé r im en te s  e f e c tu a d o s ,  f i j a c i o n  no e s p e c i f i c a  mas a l_  
t a  que l a s  subun idades  508, s ien d o  c u a n t i t a t i v a m e n t e  s i m i l a r
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l a  f i j a c i o n  e s p e c i f i c a  a ambas p a r t i c u l a s  a l  h a c e r  l a s  correc-  
c io n e s  de m o la r id ad  adecuadas .  Por  o t r a  p a r t e ,  l a  c i n é t i c a  -  
de f i j a c i o n  a 70S (F ig .  1 0 ) ,  es muy r â p i d a  y s i m i l a r  a l a  de 
f i j a c i o n  a 508 (no m o s t r a d a ) , a lcanzândose  e l  e q u i l i b r i o  en 
l o s  d ie z  p r im ero s  m inutes  de in c u b a c io n .  En e s t e  t i p o  de ex­
p é r im e n te s  con o b je to  de p a r a r  lo  mas rap idam cn te  p o s i b l e  l a  
f i j a c i o n ,  l a s  m ues tra s  incubadas  d u ra n te  e l  tiempo in d ic a d o  
f u e ro n  c e n t r i f u g a d a s  a 35-000 g d u ra n te  5 min. a 490, p ro c e -  
d iéndose  a c o n t in u a c iô n  a l a  e s t im a c iô n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  
f i j a d a  como se  i n d i c a  en métodos.
a) Requer im ien to  i é n i c o .
D e s c r i t a  l a  n e c e s id a d  de iones  Mg^^ e io n e s  monovalen­
t e s  : 6 p a r a  l a  fo rm ac ién  de e n la ce  p e p t i d i c o  (Maden
y Monro, 1968) ,  se p ro c e d io  a l  e s tu d io  d e l  e f e c t o  de e s t e s  
io n e s  sob re  l a  f i j a c i o n  de n u e s t r o  s u s t r a t o  a r ibosom as 70S 
y 50s .  Como se ve en T ab la  V I I I ,  t a n t e  l o s  r ibosomas 70S co­
mo l a s  subun idades  5OS son r e v e r s ib l e m e n te  i n a c t i v a d a s  en 
a u s e n c i a  de Mg^^ s ie n d o  mayor e l  r e q u e r im i e n te  de e s t e  io n  
p a r a  l a  f i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac a 5OS. La mezcla de in c u b a­
c i o n  en p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  de Mg*^ c o n t e n i a  5OS o 7 0 S en 
una c o n c e n t r a c io n  f i n a l  de 3 mg/ml. En experim ento  I  con ob­
j e t o  de que e l  Mg*^ p r é s e n t e  en l a  s o l u c i ô n  f u e r a  l o  menor
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TABLA V II I
REQUSHIMIEI'iTO DE IONES Kg++ EN LA FIJACION DE CACCA-Leu-Ac 
A RIBOSOMAS 70S y 50S.
% F i j a c i o n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
E x p . I .  50s  S is tem a  complète  $4 13
menos 8 10
70s  S is tem a  complete  39 10
menos Mg^^ 23  19
Exp.2 .  70s  S is tem a  complete 41 14
menos Mg"*"^  17 13
Las mezclas de in c u b a c io n  c o n te n ia n  3 mg/ml de r ibosomas t r a -  
t a d o s  como se  i n d i c a  en e l  t e x t e .  Los demàs componentes de l a  
mezcla fu e ro n  como lo s  que se  s e n a la n  en l a  F ig .  9, ex c ep te  
que fué om it ido  e l  io n  Mg/+ ig. mezcla  s a l i d a  donde se  apun- 
t a  en l a  t a b l a .  El t iempo de in c u b ac io n  fué de 20 m in u tes .  ÎTo 
fué  n e c e s a r i o  l a  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  de r ibosomas en a u s e n c i a  
de magnésie ,  ya que a l a  c o n c e n t r a c io n  de e t a n o l  empleada, l a  
p r e c i p i t a c i o n  de r ibosomas es c u a n t i t a t i v a .
-  I l l  _
p o s i b l e ,  l o s  r ibosomas de p a r t i d a  fu e ro n  i n i c i a l m e n t e  con- 
c e n t r a d o s  por  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  h a s t a  75 mg/ml. De e s t a  
manera l a  c a n t i d a d  de Mg^* en l a  mezcla  de in c u b a c io n  de-  
b i d a  a l a  s o l u c i ô n  tampôn en l a  que e s t a n  re s u s p e n d id o s  lo s  
r ibosomas es de 0 , 4  mM. Teniendo en c u e n ta  que a 10 mM Mg"*"*" 
(Goldberg  1966) se une una m olécu la  de magnesio p o r  cada dos 
grupos f o s f a t o ,  y que e x i s t e r  4820 grupos f o s f a t o s  por  70S 
e s t a r â  un ido  a l o s  r ibosomas 2 ,5  mM Mg"*"^  aproximadamente , -  
con lo  que l a  c o n c e n t r a c iô n  f i n a l  de e s t e  iô n  en l a  mezcla 
de in c u b a c iô n  s e r a  de 3 mlÆ. En e s t a s  c o n d ic io n e s  como se -  
a p r e c i a  en T ab la  V I I I ,  l a s  subunidades  50S no son capaces  
de f i j a r  CACCA-Leu-Ac, p o r  e l  c o n t r a r i o  lo s  r ibosomas 70S 
f i j a n  p a r c i a lm e n te  d icho  s u s t r a t o .  En v i s t a  de e s t e  r e s u l t a -  
do, con e l  f i n  de d i s m in u i r  e l  Mg p r é s e n t é  en l a  r e a c c i ô n ,  
l o s  70s  se  p a s a ro n  en un volumen de 0 ,5  ml p o r  una columna 
de Sephadex G-50 f in o  de 6 ml e q u i l i b r a d a  p rev iam en te  con 
so lu c iô n . ta m p ô n  s t a n d a r d  en a u s e n c ia  de Mg. De e s t e  modo 
(exper im en to  2 ) ,  aunque lo s  r ibosomas no han p e rd id o  l a  c a -  
p a c id a d  de f i j a c i ô n  a l  i n c u b a r lo s  en p r e s e n c i a  de Mg^^, l a  
f i j a c i ô n  e s p e c i f i c a  es n u la  en su  a u s e n c i a .  E l  hecho de que 
l a  i n a c t i v a c i c n  s e a  r e v e r s i b l e ,  hace -suponer que s e a  d eb id a  
mas a un d e s p l i e g u e  o cambio de e s t r u c t u r a  de l  r ibosom a que 
a l a  d i s o c i a c i ô n  o d esp ren d im ien to  de alguno de sus  c o n s t i -  
tu y en te so
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El e s t u d i o  d e l  r e q u e r im ie n to  de io n e s  monovalen­
t e s  p a r a  l a  f i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac a r ibosom as ,  fué d i f i -  
c u l t o s o ,  ya que después  de e l im in a r  e s to s  iones  d e l  medio, 
l a  mayor p a r t e  de l a s  p r e p a r a c io n e s  de r ibosom as 70S y sobre  
todo  l a s  de sus  subun idades  508, p e r d i a n  i r r e v e r s i b l e m e n t e  
su  a c t i v i d a d .
En lo s  e x p e r im e n tos d e s c r i t o s  po r  M isk in ,  Zamir 
y D. E lson  (1968 ) ,  se observé  que lo s  r ibosomas p r iv a d o s  de 
re cu p e ra b an  su a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  cuando e ra n  
c a l e n t  ados p rev iam en te  en p r e s e n c i a  de e s t o s  im i l  a r -
mente en n u e s t r o s  e x p e r im e n to s , como se ve en l a  F ig«.yll  e l  
c a l e n t a m ie n to  a c e l e r a  e l  p ro ceso  de r e a c t i v a t i o n .  Igudlmen- 
t e  T rau t  y Nomura (1968) ,  en exper im entos  d e r e c d n a ÿ l t u c i o n  
de subunidades  508 a p a r t i r  de sus  p r o t e î n a s  y d e i  168 RNA 
n e c e s i t a n  d e l  c a le n t a m ie n to  de lo s  c o n s t i t u y e n t q s  en a l t a s  
c o n c e n t r a c io n e s  de K*^ . Por  e s t a  r a z é n  en lo s  ensayo s d e s c r i ­
t o s  en T ab la  IX, l a s  subunidades  508 y l o s  r ibosomas 70S una 
vez pasados  po r  columna de 7 ml de Sephadex G-25 f i n o ,  en 
a u s e n c i a  de io n es  monovalentes  f u e ro n  c a l e n t a d o s  a n te s  de ini_ 
c i a r  l a  r e a c c i ô n  en p r e s e n c i a  o no de e s t o s  i o n e s .  Como pue? 
de v e r s e ,  l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac a 503 depende en e s t a s  
c o n d ic io n e s  de l a  p r e s e n c i a  d e l  iô n  p o t a s i o ,  s ien d o  l a  f i j a ­
c i ô n  a 70S menos d ep e n d ien te  de e s t e  iô n .  El que l a  f i j a c i ô n
FIG. 1 1 . -  E fe c to  del  c a le n ta m ie n to  sobre  l a  a c t i v i d a d  p e p t i ­
d i l t r a n s f  e r a s a  de subunidades  50S. El ensayo se 
e f e c tu o  como se i n d i c a  p a r a  l a  r e a c c iô n  de fragm ente  en l a  
s e c c iô n  de métodos, con ten iendo  l a  mezcla de in c u b ac iô n  en 
un volumen de 0 ,150 ml l a  c o n c e n t r a c iô n  de s a l e s  s t a n d a r d ,
2 n l v î  de CACC  ^ (H3)Leu-Ac y 1 mg/ml de su b u n id a d es503 pasadas  
p o r  columna de Sephadex G-25 f i n o  e q u i l i b r a d o  con s o lu c iô n  
tampôn en a u s en c ia  de E+ (Tr is -CIH  pH 7 ,5  100 mM, (Ac)2Mg 
10 mM,pEE 5 mM). En e l  ensayo^# —0  ^ l o s  r ibosomas an te s  de in i -  
c i a r  l a  r e a c c iô n  fu e ro n  c a le n t a d o s  20 min. a 54^0 en p r e s e n ­
c i a  de 0 ,1  M de . En(o-ô^se  l e s  aiiadiô e l  iô n  pero
no fu e ro n  p o s te r io rm e n te  c a l e n t a d o s .  Fueron s u s t r a i d o s  a cada 
tiempo lo s  b lancos  de au s e n c ia  de pu rom ic ina .
FIG. 1 2 . -  E s t a b i l i d a d  del  complejo GACCA-Leu-Ac.ribosomas.
La form aciôn  de l  complejo se e f e c tu ô  en l a s  c o n d i ­
c io n es  que se in d ic a n  en métodos, empleândose 4 mg /ml de r i ­
bosomas 703, 6000 cpm de CAGCA-Leu(HA)Ac y 50 % (v /v )  de e t a ­
n o l .  El ensayo se r e a l i z ô  como se i n d i c a  en e l  t e x t e .  La l i ­
ne a d i s c o n t i n u a  r e p r é s e n t a  l a  r a d i o a c t i v i d a d  f i j a d a  i n i c i a l ­
mente en p r e s e n c i a  de 0 ,1  inl.I de e s t r e p to g r a m in a  A. Los l a v a -  
dos se e f e c tu a r o n  en a u s e n c i a f o -  oV o en p r o s e n c i a ( # —e\de io_ 
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TABIA IX .
ESQUEEIMIEHTO DE IODES EN LA FIJACION DE CACCA-Leu-Ac
A RIBOSOMAS 70S y 50S.
% F i , jac io n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
Ribosomas In cu b ac iô n  S in  a n t i b i o  Con e s t r e p to g r a -
__________    t i c o _______ mina A 0 ,1  irll
50s  S is tem a  com ple ts  40 15
menos K"*" 14 I 7
70s  S is tem a  com plete  56 7 ,5
menos K**” 26 28
Las mezclas de in c u b a c iô n  c o n te n ia n  2 mg/ml de subunidades  
563  y 5 mg/ml de r ibosomas yOS t r a t ados como se . in d ic a  en 
e l  t e x t e ,  om it iendo  l a  p r e s e n c i a  de p o t a s i o  en donde se se- 
n a l a .  Las demàs co n d ic io n e s  y l a  forma de ensayo fué como 
se  i n d i c a . e n  F ig .  9* FI t iempo de in c u b a c iô n  fué  de 20 mi­
n u t e s .
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+en a u s e n c i a  de E no s e a  r e v e r t i d a  p o r  e s t r e p to g r a m in a  A, 
es deb ido  p o s ib lem e n te  a que e s t e  a n t i b i ô t i c o  no se  f i j e  
en e s t a s  c o n d i c io n e s ,  ya  que se ha  v i s t o  (E n n is ,  1 9 7 1 ) ,  
es n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  de e s t e  iô n  p a r a  que se p roduzca  
su  f i j a c i ô n  en s i s t e m a s  s i n  e t a n o l .
b )  R e v e r s i b i l i d a d  d e l  co m p le jo .
Como se ha  mest r a d e  l a  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  CACCA-Leu- 
Ac y r ibosomas 70S y subun idades  508 t i e n e  l u g a r  râp idam en-  
t e  a lcanzândose  e l  e q u i l i b r i o  en menos de 10 m inutes  a OQC; 
que e s t a  i n t e r a c c i ô n  es r e v e r s i b l e ,  se  deduce p o r  lo s  s i -  
g u i e n t e s  hechos:  A) su  i n e s t a b i l i d a d  f r e n t e  a l a  d i l u c i ô n ;
B) l a  c a p ac id ad  de e s t r e p to g r a m in a  A de p r o d u c i r  l a  s a l i d a  
de Ac-Leu-T^ d e l  r ibosom a,  una vez que ha  t e n i d o  l u g a r  l a  
fo rm ac iôn  d e l  com plejo .
A) I n e s t a b i l i d a d  f r e n t e  a l a  d i l u c i ô n  (F ig .  1 2 ) : Des 
pues  de formado e l  complejo en co n d ic io n e s  s t a n d a r d  
fué  separado  d e l  r e s t e  de l a  mezcla de r e a c c i ô n  por  
c e n t r i f u g a c i ô n  y e l im in a c iô n  d e l  s o b r e n a d a n te , s i e n  
do som etido  a c o n t in u a c iô n  a s u c e s iv o s  l a v a d o s . Los 
lav ad o s  se  e f e c t u a r o n  con l a  misma s o lu c i ô n  emplea­
da en l a  f i j a c i ô n  de un volumen doble  a l  empleado 
en a q u e l l a .  Durante e l  t iempo de lavado  se  a g i t ô  
l a  mezcla  ené fg icam ente  d u ra n te  unos minutes  en me^
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c l a d o r ,  A c o n t in u a c iô n  se se d im en ta ro n  de nuevo lo s  
r ibosom as po r  c e n t r i f u g a c i ô n  20 min. a 5*000 g y se 
es t im ô l a  c a n t id a d  de CACCA-Leu-Ac desp rend ido  des­
pués  de cada une de lo s  t r a t a m i e n t o s  p o r  l e c t u r a  de 
l a  r a d i o a c t i v i d a d  en cada  uno de l o s  l i q u i d e s  d e ^ l a ­
vado. Se r e p r é s e n t é  con l i n e a  d i s c o n t i n u a  l a  f i j a ­
c i ô n  i n i c i a l  en p r e s e n c i a  de e s t r e p to g r a m in a  A. Co ,- 
mo puede a p r e c i a r s e ,  t a n t e  s i  l a s  d i l u c i o n e s  se  han 
e f ec tuado  en p r e s e n c i a  como en a u s e n c ia  de K ,  se va  
p roduc iendo  un p r o g rè s iv o  d e s p ren d im ie n to  de r a d i o ­
a c t i v i d a d ,  que a b a rca  no s ô lo  a l a  f i j a c i ô n  in e s p e -  
c i f i c a ,  su p u es to  que é s t a  s e a  l a  p r im e ra  que se  p i e r — 
da en l o s  l a v a d o s .
La i n e s t a b i l i d a d  d e l  complejo se  h iz o  también p a t e n ­
t e  en experim entos  en l o s  que se i n t e n t  pib a su  d e t e c -  
c iô n  p o r  e l  método de f i l t r a c i ô n .  En e s t e  método l a  
m u es t ra  e r a  d i l u i d a  unas 6 v e c e s ,  f i l t r a d a  p o r  f i l -  
t r o s  Ah a t t man GF-C y l a v a d a  p o r  dos veces  con 2 ml 
de l a  misma mezcla de s o l u c i ô n  t a m p ô n - s a l e s ; en e s t a s  
c o n d ic io n e s  aunque lo s  r ibosomas quedaban r e t e n i d o s  
en un 1GC% p o r  lo s  f i l t r o s ,  ho e x i s t i a  r e t e n c i ô n  ; 
a p r e c i a b l e  de r a d i o a c t i v i d a d ,  in d ican d o  que l a  d i ­
l u c i ô n  h a b i a  r e v e r t i d o  l a  f i j a c i ô n  de CACCA-(H^)
Leu-Ac a r ibosom as .
-  116 -
B) R e v e r s i b i l i d a d  por  e s t r e p to g r a m in a  A: El hecho 
(T a b la  X) de que l a  p r e s e n c i a  de e s t r e p to g r a m in a  
A en l a  mezcla de in c u b a c iô n  después de formado e l  
complejo (m u es t ra  5 ) î r e v i e r t a  l a  f i j a c i ô n  en l a  
misma e x t e n s io n  que cuando l a  a d i c i ô n  de e s t e  a n t i ­
b i ô t i c o  se hace s im ultanéam ente  a l a  d e l  s u s t r a t o  
(m u es t ra  4 ) ,  c o r r o b o ra  que l a  f i j a c i ô n  e s p e c i f i c a  
de CACCA-Leu-Ac a r ibosomas es r e v e r s i b l e .  Se e f e c ­
t u a r o n  c o n t r ô l e s  (m uestras  1 ,  2 ) . p a r a  d em o s t ra r  que 
d u ra n te  lo s  10 minutos de p r e in c u b a c iô n  no se p r o -  
dujo  i n a c t i v a c i ô n  d e l  s i s t e m a .
c)  I d e n t i f i c a c i ô n  d e l  p r o d u c to .
Con e l  f i n  de a v e r i g u a r  s i  e l  s u s t r a t o  permanece co­
mo t a l  o s i  s u f r e  a lguna  m o d i f ic a c iô n  a l  i n t e r a c c i o n a r  con 
l a s  subunidades  50S, se p ro c e d iô  a l a  i d e n t i f i c a c i ô n  d e l  -  
p ro d u c to  r é s u l t a n t e  de e s t a  i n t e r a c c i ô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  
en p a p e l .  P a r a  e l l e  se  f i j ô  CACCA-(H^) Leu-Ac a 508 en con­
d i c io n e s  s t a n d a r d  en p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  de e s t r e p t o g r a m i ­
na  A, u t i l i z a n d o  volùmenes de r e a c c i ô n  de 0 ,4  ml y concen­
t r a c i o n e s  de s u s t r a t o  de 7 El complejo formado se a i s -  
l ô ,  d i s o c i ô  p o r  r e s u s p e n s iô n  en 0 ,6  ml de 0 ,1  mUl y e l
e l ü id o  fué  sometido  a e l e c t r o f o r e s i s  en p a p e l  ju n to  con un 
c o n t r o l  de CACCA-(H^)Leu-Ac p r e v i a  e l im in a c iô n  de lo s  r i b o ­
somas p u r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n .  En e l  e l u ld o  se r e cu p e rô  e l
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TABLA X
REYSR31B1L1DAD DEL GOI.IPLEJO
Tiempo de 
i n c u b a c i ô n ( m i n . ) A dic iones  a t iempo
1 10
2 10
5 20
4 20
5 20
% F i j a c i ô n  de 
l a  r a d i o a c t i f  
v id ad  anad ida
E s t r e p to g ra m in a  A 0 ,1  mM a 0 min
E s t r e p to g ra m in a  A 0 ,1  mil a 0 min
E s t r e p to g ra m in a  A 0 ,1  mlu a 10 min
56
17
59
19
20
La c o n c e n t r a c iô n  de r ibosomas 70S empleados fué  de 5 ,5  mg/mi,; s i e n ­
do l a s  c o n d ic io n e s  y métodos de ensayo como se i n d i c a  en Fife,. 9. 
P a ra  e v i t a r  l a  d i l u c i ô n  de l a  mezcla de in c u b a c iô n ,  s à  adàdiô  e s t a  
a l  tiempo in d ic ad o  sob re  tubo con ten iendo  l a  e s t r e p to g r a m in a  A de-  
s e cad a .
100 % de l a  r a d i o a c t i v i d a d  f i j a d a  a l o s  r ibosom as .  En l a  F ig .  15 se 
m u e s t ra  que a pH 6 ,5  aproximadamente un 70 % de l a  r a d i o a c t i v i d a d  
"X" se mueve como una banda u n ie a  a l a  misma v e l o c id a d  que e l  mar- 
c a d o r .
A lrededor  de 1 8 /  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  c o r r e  en o t r a  ban­
da "M" h a c i a  e l  p o lo  o p u e s to , pudiendo s e r  d eb id a  a un p ro d u c to  de 
d eg ra d a c iô n  como es Ac-Leu-adenosina  y e l  1 0 /  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  
permanece f i j a d a  a l  o r ig e n .  El e l u a t o  de l  complejo formado en p r e -
F I G .  1 3 . -  l o n o g r a m a  ( p H  6 , 5 )  d e  ( A )  m a r c a d o r  d e  
C A C C A - ( H  ) L e u - A c j  ( B )  e lucion  del 
com ple jo  d e  C A C C  A - ( ) L e u - A c  y SOS y ( C )  com o
" B "  p e r o  com ple jo  s e  f o rm o  en  p r e s e n c i a  d e  0 , 1  mM 
de  e s t r e p t o g r a m i n a  A .  L a s  c o n d ic io n e s  de  incubac ion  p a  
r a  la f o rm a c io n  del  com ple jo  f u e r o n  co m o  en  F i g .  9 ,  p e  
r o  con  7 nM de  C A C C A - L e u - A c ,  3 m g / m l  d e  su b u n id a  
d e s  SOS y un vo lu m en  d e  0 , 4  m l .  D e s p u e s  de  la in cuba  
c ion ,  la m u e s t r a  fué c e n t r i fu g a d a  y  el s ed im en to  disuel to  
e n  0 , 6  ml de  ( A c )  2 Mg 0 ,  S m M . L a  so luc ion  d e  r i b o s g  
m a s  s e  incubé  d u r a n t e  S min a 2S—C p a r a  a s e g u r a r  la 
r u p t u r a  del comple jo  y s e  c en t r i fu g é  a  ISO. 000 g d u r a n t e  
3 h o r a s .  L a  f r a c c i o n  no s e d im en ta b le  s e  liofilizé,  r e d i s q l  
vio en  a g u a  y fué s o m e t id a  a e l e c t r o f o r e s i s  en pape l  
Whatman S2 a p H  6 ,  S d u r a n t e  1 h o r a  a  SS v / c m . S e  
p r o c e d i o  p a r a  la ex t imacion  d e  r ad io ac t iv id a d  co m o  s e  in­
d ic a  en m é to d o s .  A p r o x i m a d a m e n t e  s e  unio al r i b o s o m a  
en  el s i s t e m a  com ple te  un S7 % del C A C C A - L e u - A c  a n a  
dido y  20 % en  la incubac ion  con e s t r e p t o g r a m i n a  A .
î
V
ACCA LEU A c
500
250
0
500
250
0
250
0
10 0 10
DISTANÇA DESDE EL ORIGEN (C M )
20
-  118
s e n c i a  de e s t r e p to g r a m in a  A c o n t e n i a  lo s  mismos componentes 
en muy r e d u c i d a  c s n t i d a d .  De e l l o  se  puede d e d u c i r  que CACCA- 
Leu-Ac a l  f i j a r s e ^ a  r ibosomas lo  hace en un s i t i o  s e n s i b l e  
a e s t r e p to g r a m in a  A, no s u f r i e n d o  ca n b io s  de t i p o  c o v a l e n t e ,  
ya  que é s to s  q u e d a r i a n  r e f i e j a d o s  p o r  l a  d i s t i n t a  m ov i l idad  
q.ue c o n f e r i r i a n  a l a  m olécu la .
F i j a c i o n  de UACCA-Leu a r ibosomas 703 y sus  su b u n id a d e s .
Con e l  f i n  de c a r a c t e r i z a r  l a  f i j a c i o n  de s u s t r a t o  a si-i- 
t i o  A ( a c e p t o r )  de l  c e n t r e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  y dado e l  co-  
noc im ien to  a c t u a l  de b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s ,  se p ro ce d io  
a l  e s tu d io  de l a  f i j a c i o n  de UACCÎi-Leu 6 CACCA-Leu a r i b o s o ­
mas. Dicho s u s t r a t o  a l  t e n e r  e l  grupo aminoâcido l i ­
b r e ,  puede c o n s i d e r a r s e  a p r i o r i  como s u s t r a t o  a c e p to r  en 
l a  fo rm ac ién  de en lac e  p e p t i d i c o .
En l o s  ensayos de l a  t a b l a  XI se a p r e c i a  que en l a s  con­
d ic io n es '  empleadas p a r a  l a  f i j a c i o n  de Ac-Leu-T^ l a  f i j a c i o n  
de UACCA-Leu a 70S, 508 y 308 es d e l  69%, 53% y 10% r e s p e c -  
t iv a m o n te ,  s ie n d o  l a  c a n t id a d  de r a d i o a c t i v i d a d  f i j a d a  va­
r i a b l e ,  dependiendo de l a  p r e p a r a c i o n  de r ibosomas emplea­
da.  La f i j a c i o n  a 708 y 503 b a j a  h a s t a  0-12% cuando l a  i n ­
cu b ac io n  se r e a l i z a  en p r e s e n c i a  de 1 mlvl de c l o r a n f  e n i c o l , 
no te n ie n d o  e s t e  a n t i b i ô t i c o  n ingûn e f e c t o  sob re  l a  f i j a c i ô n  
de subunidades  308.
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TABLA XI
FIJACION DE UACCA-Leu A EIBOSGÎuAo Y SUS SUBUNIDADES: EFECTO 
DE CLONAITFENICOL.
% F i j a c i ô n  de r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
Ribosomas S in  a n t i b i ô t i c o  Con c l o r a n f e n i -  D i f e r e n c i a
c o l  I  m lv l
Exp. I  70s  69 12 57
50s 33 6 27
30s 10 13 -3
Exp. 2 50s  40 0 40
Se emplearon 3 mg/ml de r ibosomas o de sus s u b u n id a d e s . Tiempo 
de in c u b a c iô n  fue  de 20 m in u to s . O tras  c o n d ic io n e s  j  método de 
ensayo como se i n d i c a  en F ig .  14.
De aqu i  se desprende que l a  f i j a c i ô n  de l a  mayor p a r ­
t e  de UACCA-Leu t i e n e  l u g a r  en un s i t i o  s e n s i b l e  a c l o r a n f e -  
n i c o l  y deb ido  a que e s t e  a n t i b i ô t i c o  a c tû a  sobre  e l  c e n t r o  
p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  a e s t a  f i j a c i ô n  ep a l a  que se denomina- 
r â  f i j a c i ô n  e s p e c i f i c a .  Los mismos r e s u l t ados se o b tu v ie ro n  
empleando CACCA-Leu en l u g a r  de UACCA-Leu.
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La f i j a c i ô n  de e s t e  s u s t r a t o  es d e p e n d ien te  de l a  con­
c e n t r a c i ô n  de r ibosomas p r é s e n t é s  en l a  in c u b a c iô n  (F ig .  14) 
y  p a r a  que se  p roduzca  es n e c e s a r i o  en l a s  co n d ic io n e s  i ô n i -  
cas  empleadas l a  p r e s e n c i a  de e t a n o l  (T a b la  X I I ) ;  ahora  b i e n ,  
l a  dependenc ia  de a lc o h o l  p a r a  l a  f i j a c i ô n  a 70S no es t a n  
marcada como en e l  caso de f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o .
TABLA XII
FIJACION DE UACCA-Leu A RIBOSOMAS 70S Y A SUS SUBUNIDADES 503 
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ETANOL
% F i j a c i ô n  e s p e c i f i c a
Ribosomas 50% e t a n o l  33% e t a n o l  0% e t a n o l
70S 57 44 0
50S 27 16 0.
Se emplearon 3 mg/ml de r ibosomas 703ode subunidades  50S. El 
tiempo. de in c u b ac iô n  fuô de 20 min. O tras  c o n d ic io n e s  y môto­
do como se i n d i c a  en F ig .  14. El p o r c e n t a j e  de f i j a c i ô n  se 
c o r r i g i ô  p a r a  l a  f i j a c i o n  no e s p e c i f i c a  p o r  s u s t r a c c i ô n  de 
l a s  o b te n id a s  en in c u b ac io n es  en p a r a l e l o  con 1 mM de c l o r a n -  
f e n i c o l .
•I
50
25
3 4.5 81.5 6
50S (mg/ml)
FIG. 14-.- F i j a c i o n  de UACOA(H^)len a subunidades  50S; e f e c t o  de 
l a  v a r i a c i o n  de c o n c e n t r a c io n  de subun idades .  La mez- 
c l a  de in c u b ac io n  en un volumen de C,1^C ml c o n t e n ia :  UiiGGA(Ht)- 
Leu 2 nil ( a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  aproximada 2.Ü Gi/mmol, (-(-c 
1$ ml.i, CIK 2?C mivi, T r is-CIH  pH 7 ,5  40 ml.l, r ibosomas en l a  c o n -  
c e n t r a c i o n  in d i c a d a  y 5C % (v /v )  de e t a n o l .  ml tiempo de incuoa-  
c io n  fué de 1C min. s ien d o  e n t onces l a s  m ues tras  c e n t r i f u g a d a s  
5 min. a 55CC0 g a 4oC, y c o n t in u an d cse  e l  ensayo como se i n d i c a  
en l a  s e c c i o n  de métodos.
( ^ - 0 ) 3 i s t e m a  complete ; ( o -o )  s i s t e m a  complete  mas 1 mil 
de c l o r a n f e n i c o l .
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E s to  ju n to  con que analogos d e l  s u s t r a t o  a c e p to r  co­
mo l a  p u ro m ic in a  son a c t i v e s  en a u s e n c i a  de e t a n o l  s u g ie r e  
que e l  s i t i o  A de l a  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  es mas a c c e s i b l e  
que e l  s i t i o  P.
Los r ibosomas 70S son mas a c t i v e s  que sus su b u n id a ­
des 50s  en l a  f i j a c i ô n  de UACCA-Leu t a n t e  a 33% como a 30% 
( v /v )  de a l c o h o l ,  e l l o  p o s ib lem e n te  es debido a que l a  sub-  
un idad  3OS e s t a b i l i z a  l a  f i j a c i ô n  a 303, ya que como se mues  ^
t r a  en Tab la  X I I I ,  l a  f i j a c i ô n  a 70 S r e c o n s t i t u l d o s  a p a r ­
t i r  de 30s  y un exceso de 303 a l c a n z a  un 80% de l a  f i j a c i ô n  
c o r r e s p o n d ie n t e  a l o s  70S i n i c i a l e s  no d i s o c i a d o s ,  su s t ra y en -  
do lo s  v a l o r e s  de f i j a c i ô n  a 303 que se deben a c ont amina- 
c iô n  con 303. P a r a  obtenez' e s t a  r e c o n s t i t u c i ô n  fué n e c e s a -  • 
r i e  una m o la r id ad  8 veces  mayor de 303 que de 303, cosa  que 
p o d r î a  e x p l i c a r s e  p o r  una mayor l a b i l i d a d  de l a s  su b u n id a ­
des . 303 .'También se scm etiô  l a  mezcla  a c a le n ta m ie n to  de 
30^0  d u ran te  10 m i n . , e l l o  aumentaba l a  r e c o n s t i t u c i ô n  po­
s ib l e m e n te  debido a l  mismo e f e c to  p o r  e l  cu a l  e l  c a l e n t a ­
miento es n e c e s a r i o  p a r a  l a  r e c o n s t i t u c i ô n  de subunidades  
30s  y 30s  a p a r t i r  de sus  p r o t e i n a s  y tPNA (T ra u t  y Nomu­
r a ,  1 9 6 8 ) .
Por  o t r a  p a r t e ,  a s i  como l a  i n t e r a c c i ô n  de UACCA- 
Leu con subunidades  503 es r a p i d a ,  a lcanzcndose  e l  e q u i l i -
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b r i o  en l o s  d ie z  p r im eros  minutos de in c u b a c io n  (F ig .  1 5 ) ,  
l a  f i j a c i o n  a r ibosomas 70  3 es mas l e n t a ,  r e q u i r i e n d o  de 
30 a 60 minutos p a r a  su  com pleccion ,
TABLA X II I
FIJACION DS UACCA-Leu A EIB03011A3 REC0N3TITUID03 
% F i j a c i o n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida  
Ribosomas S in  a n t i b i ô t i c o  Con c l o r a n f e n i c o l  D i f e r e n c i a
1  m lv î
708 33 0 . 33
503 7 7 0
303 18 4 14
503 + 303 46 7 39
Se emplearon 1 ,5  mg/ml de r ibosomas 70S, 1 mg/ml de su b u n i ­
dades 503 y 3 ,7  mg/ml de subun idades  303. Los r ibosomas fu e ­
ro n  t r a t a d o s  como se i n d i c a  en e l  t e x t o .  El tiempo de in c u ­
b a c i ô n  fué  de 60 m inu tos .  El r e s t e  de c o n d ic io n e s  y método 
de ensayo como se i n d i c a  en l a  F ig .  14.
FIG, 1 5 . -  F i j a c i o n  de UACCA-Leu a (A) r ibosomas 70S 6 
(B) subunidades 503. 3e emplearon 5 mg/ml 
de 703 o de 503 y l a s  m uestras  de in c u b ac io n  se tomaron 
a lo s  t iempos in d ic a d o s .  O tras  con d ic io n es  expér im en ta ­
l e s  fu e ro n  como l a s  in d ic a d a s  en F ig .  12.
( • — F i j a c i o n  de UACCA-Leu en e l  c o n t r o l ;
Co —0 ) F i j a c i o n  de UACCA-Leu en p r e s e n c i a  de c l o r a n f e n i c o l .
1000
2
CL
u 5 0 0
1005 0
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5 0 S1000
CL
O 5 0 0
3 0 6 0
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a) R e q u e r in i e n to  io n ic o
En experim ento  I  de l a  T ab la  XIV se empleô l a  misma p r e -  
p a r a c i ô n  de r ib o s o n a s  que en l a s  p ruebas  s i m i l a r e s  e f e c -  
tu a d a s  con s u s t r a t o  a c e t i l a d o ,  s ien d o  co n c en t rad o s  igual-  
mente p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n .  Como a l l l  se v e i a  l a  con- 
c e n t r a c i ô n  f i n a l  de en l a  mezcla de in c u b a c io n  es
de 3 dvï. Se puede o b se rv a r  que en e s t a s  c o n d ic io n e s  no 
e x i s t e  f i j a c i o n  de UACCA-Leu a 30S, p roduc iéndose  p o r  
e l  c o n t r a r i o  f i j a c i o n  a 70S. S i  se disminuye l a  concen- 
t r a c i ô n  de Mg p o r  paso de lo s  r ibosomas a t r a v é s  de una 
columna de Sephadex G-30 f i n e  como se  h iz o  en e l  caso 
de CACCA-Leu-Ac t o d a v la  s ig u e  p ro d u c ié n d o se  form aciôn  
de coraplejo UAGCA-Leu-70S.
Por  e s t u d i o  de p e r f i l  de s e d im en tac io n  en g r a d i e n t e  de 
s a c a r o s a  y p o r  medida d e l  e f e c to  h ip e rc ro m ico  p roduc ido  
po r  c a i e n t a m i e n t o , Glysen,  B o l len  y Herzog (1970 ) ,  de-  
m o s t ra ro n  que l a  e s t r u c t u r a  c u a t e r n a r i a  de l  r ibosom a dé­
pende de l a  r a z o n  (R) e n t r e  c a t i o n e s  monovalentes y d i -  
v a l e n t e s ; de manera que a medida que R aumenta, l o s  r i ­
bosomas van pasando de su  forma mas compacta a su d i s o -  
c i a c i o n  en su b u n id a d es ,  con t inuando  p o r  un p r o g r e s iv o  
a f lo j a m ie n to  segu ido  de desp legam ien to  de su  e s t r u c t u r a .  
Por  t a n t o ,  en l a s  c o n d ic io n e s  en que l a  c o n c e n t r a c iô n
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TABLA XIV
REQUERIllIENÏO DE IGNES Kg++ EN LA FIJACION DE UACCA-Leu A 
RIBOSOMAS 70S y 50S.
% F i j a c i o n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
Ribosomas In cu b ac iô n  S in  a n t i b i ô t i c o  Con c l o r
__________  ___________  _________________  f e n i c o l
Exp. 1 50s  S is tem a  compléta  45 11
menos Mg 11 9
70s  S is tem a  complete  78 57
menos Mg 71 25
Exp, 2 708 S is tem a  complete  52 20
menos Mg 40 20
La mezcla de in c u b a c iô n  y e l  metodo de ensayo se r e a l i z ô  co­
mo se in 'd ica  en Tab la  V I I I ,  excep te  que se empleô 2 nM de 
UACCA-Leu y 1 mlvl de c l o r a n f e n i c o l  donde se i n d i c a .
de Mg es muy b a j a  como en e l  exper im ento  d e s c r i t o ,  e l  que 
no se p ro d u zca  f i j a c i o n  a l a s  subunidades  503 puede supo- 
n e r s e  es debido a que p i e r d e n  p o r  desp legam ien to  l a  e s ­
t r u c t u r a  n e c e s a r i a  p a r a  l a  fo rm aciôn  de l  complejo .  Por 
i g u a l  r a z ô n  lo s  70S p ie r d e n  l a  c a p a c id a d  de f i j a r  CACCA-
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Leu-Ac en a u s e n c ia  de Mg pero  co n se rv an  p o r  e l  c o n t r a ­
r i o  l a  c a p ac id ad  de f i j a r  UAGCA-Leu. E s t a  f i j a c i o n  pue­
de s e r  c o n s ec u e n c ia  de que tam bién  en e s t a s  co n d ic io n e s  
l a s  subun idades  50S e s t a b i l i z a n  e l  complejo como en e l  
caso  de f i j a c i o n  en co n d ic io n e s  s t a n d a r d .
Como puede o b s e rv a r s e  en t a b l a  XV l a  f i j a c i o n  de e s t e  
s u s t r a t o  t a n t o  a r ibosomas y03 como a 50S es depend ien -  
t e  d e l  i o n  K"*", Basândose en e l  becho v i s t o  e n t r e  o t r o s  
p o r  Huxley y Zabay ( i9 6 0 )  de que l a s  subunidades  503 
pueden a g re g a r s e  a l  d i s m in u i r  l a  r e l a c i ô n  de iones  mo 
n o v a le n te s  a io n e s  d i v a l e n t e s ,  b i e n  con lo s  503 p a r a  
d a r  703, b i e n  con o t r a  503 p robab lem ente  po r  su zona de 
c o n t a c t a  p a r a  dar  un dlmero,  pos tu lâm es  que e l  s u s t r a t o  
no a c e t i l a d o  se f i j a r l a  en l a  zona de c o n t a c t e  de ambas. 
su b u n id a d es ,  s ep a rad as  en c o n d ic io n e s  no rm ales ,  p o r  lo  
que no p o d r i a  b a c e r lo  en lo s  703 compactes que se  f o r -  
m arîan  en a u s e n c ia  de n i  en lo s  dimeros de 503 f o r -  
mados en l a s  mismas c o n d ic io n e s .
Por  o t ro  l a d o ,  e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o ,  cuya f i j a c i o n  es 
i g u a l  en 703 que en 503 se f i j a r i a  en una zona p r ô x i -  
ma a l a  de l  no a c e t i l a d o ,  que aunque no a f e c t a d a  po r  
l a  ag re g a c iô n  de l a  508 p o d r i a  s e r l o  po r  l a  de o t r a  503; 
de e s t a  manera en a u s e n c ia  de l o s  703 p o d r i a n  f i j a r  
e s t e  s u s t r a t o ,  pero  no lo s  503 ag regados .
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TABLA XV
REQUERIMIENTO DE IONES K'*' EN LA FIJACION DE UACCA-Leu A 
RIBOSOMAS 70S Y 50S.
% F i j a c i o n  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
Ribosomas In cu b ac iô n  S in  a n t i b i ô t i c o  Con c lo ran fe -
n i c o l
50s  S is tem a  complete  27 8
menos K"*” 9 11
70s  S is tem a  complete  63 10
menos 8 11
La mezcla  de in c u b a c iô n  y e l  metodo de ensayo se r e a l i z ô  co­
mo se i n d i c a  en Tabla  IX, ex cep te  que se  empleô 2 nM UACCA- 
Leu y 1 mlvî de c l o r a n f e n i c o l  donde se i n d i c a .
b )  R e v e r s i b i l i d a d  de l  complejo
S i  una vez f i j a d o  UACCA-Leu a r ibosomas se  a i s l a  e l  com­
p l e j o  formado y se d i lu y e  mediante  una s e r i e  de lavados  
con una mezcla de s o lu c i ô n  tam p ô n -e tan o l  de i g u a l e s  c a -  
. r a c t e r i s t i c a s  que l a  s o lu c iô n  de in c u b a c iô n  i n i c i a l ,  se 
p roduce  a l o  l a r g o  de lo s  lavados  (F ig .  16) un p r o g r e s i -
"O
+K
-K
u 0,5
21
FIG. 1 6 . -  E s t a b i l i d a d  de l  complejo UAGGA-Leu-ribosomas. La f o r ­
maciôn d e l  complejo se e f e c tu ô  en l a s  con d ic io n es  i n -  
d ic ad as  en métodos, empleando 4- mg/ml de l  r ibosomas 70S j  4200 
cpm de UAGGA(H^) peu y 50 % (v /v )  de e t a n o l .  Gada lavado se e f e c ­
tuô  p o r  con 0 ,5  ml de l a  misma s o lu c iô n  de s a l e s - e t a n o l  empleada 
en l a  in c u b a c iô n .  Durante e l  t iempo de lavado  se a g i t ô  l a  mezcla 
ené rg icam en te  d u ran te  unos minutes en m ezclador .  A c o n t in u a c iô n  
se sed im en ta ro n  de nuevo lo s  r ibosomas a 5000  g d u ran te  20 min. y 
se leyô  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d esp re n d id a  en cada une de lo s  l i q u i d e s  
de la v a d o .  Se r e p r e s e n t ô  con l i n e a  d i s c o n t i n u a  l a  f i j a c i ô n  i n i ­
c i a l  en p r e s e n c i a  de c l o r a n f e n i c o l .  L iqu ide  de lavado en p r e s e n -  
, o en a u s e n c ia  (p  —o )  de ionesC l i
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VO d es p re n d im ie n to  de r a d i o a c t i v i d a d .  Asi como l a  p r e s e n ­
c i a  o a u s e n c i a  de K"^  en l o s  l i q u i d o s  de lavado no i n f l u i a  
en l a  v e lo c id a d  de d e s p ren d im ie n to  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o  
f i j a d o  a r ibosom as ,  en e s t e  caso l a  e l im in a c io n  de e s t e  
io n  aumenta l a  v e lo c id a d  de d i s o c i a c i o n  d e l  com plejo .
E s to  e s t a  de acuerdo con e l  hecho de que l a  f i j a c i o n  de 
UACCA-Leu es mas fu e r tem e n te  d e p e n d ien te  de l a  p r e s e n c i a  
de p o t a s i o  que l a  f i j a c i o n  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o  (v e r  
t a b l a  IX y XV). Por  o t r a  p a r t e , e l  que l a  f i j a c i o n  de l
s u s t r a t o  en c u e s t i o n  se a  d e t e c t a b l e  p o r  dlj^j^^^do de 
f i l t r a c i o n ,  con l a  d i l u c i o n  que e l l o  supone ( l è M a  XVI) 
es i n d i c a t i v e  de que l a  e s t a b i l i d a d  d e l  complej# ja s i  
formado es mayor que e l  formado en p r e s e n p i a  (^e/CACCA- 
Leu-Ac .
P rueba  co n c lu y en te  de que l a  f i j a c i o n  de UÀCCA-Leu a 
70s  se t r a t a  de un e q u i l i b r i a  r e v e r s i b l e ,  es que una vez 
formado e l  complejo (m ues t ra  5) (T ab la  X V ll) ,  se puede 
d i s o c i a r  p o r  c l o r a n f e n i c o l  (m u es t ra  5 ) ,  en i g u a l  e x t e n ­
s i o n  que s i  l a  f i j a c i o n  se h u b i e r a  e fec tu ad o  en p r e s e n ­
c i a  de e s t e  a n t i b i ô t i c o  (m u es t ra  4 ) .  Se h i c i e r o n  c o n t re - ,  
l e s  p a r a  comprobar que l a  p r e in c u b a c i ô n  no i n a c t i v a  e l  
s i s t e m a  (m u es t ra  I  y 2 ) .
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TABLA XVI
FIJACION DE UACCA-Leu Y CACCA-Leu-Ac A RIBOSOMAS 70S. 
MiEDOTO DE FILTRACION.
% F i j a c i ô n  de l a  
S u s t r a t o  Adic iones  r a d i o a c t i v i d a d  anad ida
UACCA-Leu --  21
C l o r a n f e n i c o l  1 mM 5
CACCA-Leu—Ac------------ --  5
E s t r e p to g ra m in a  A 0 ,1  ml.1 5
Se emplearon 5 mg/ml de r ibosomas 70S. Siendo l a  mezcla de 
in c u b a c iô n  r e a l i z a d o  en l a s  co n d ic io n e s  s t a n d a r d  de f i j a ­
c iô n  de ambos s u s t r a t c s  (F ig .  9 7 F ig .  14 ) ,  El tiempo de 
in c u b a c iô n  fué de 50 m in u te s .  El ensayo se efec.tuô p o r  f i l -  
t r a c i ô n  como se i n d i c a  en l a  s e c c i ô n  de m étodos .
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TABLA XVII
REVERSIBILIDAD DEL COMPLEJO
1
2
5
4
5
Tiempo de
incubac  io n  (min , )
% F i j a c i ô n  de l a  
Adic iones  a t iempo r a d i o a c t i v i d a d  aiiadi
10
10
20
20
20
C l o ra n fe n ic o l  . mM a 0 min.
C l o ra n fe n ic o l  1 mM a 0 min. 
C lo r a n f e n ic o l  1 mJ^ î a 10 min.
36
17
48
17
19
La c o n c e n t r a c iô n  de r ibosomas 70S empleados fué  de 5 ,5  mg/ml. En 
l a  m u es t ra  5 p a r a  e v i t a r  e l  f a c t o r  de d i l u c i ô n  se anadiô  l a  mez­
c l a  de in c u b a c iô n  sobre  un tubo con ten iendo  e l  c l o r a n f e n i c o l  de-  
secado .
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c )  I d e n t i f i c a c i o n  d e l  p r o d u c t o .
Una vez f i j a d o  e l  s u s t r a t o  a l a s  subun idades  50S en con­
d i c io n e s  s t a n d a r d  en p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  de c l o r a n f e n i ­
co l  se a i s l ô  e l  complejo p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y se  d i s o c iô  
p o r  r e s u s p e n s i o n  en 0 ,1  mM Mg. Después de s e p a r a r  l o s  r i ­
bosomas p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  p a r a  e v i t a r  su p o s t e ­
r i o r  i n t e r f e r e n c i a ,  se sometiô  e l  e l u a t o  a c a r a c t e r i z a -  
c i ô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en p a p e l  a pH 6 ,5 .  J u n t o , c c n  l a s  
m u es t ra s  problema se c o r r i ô  en p a r a l e l o  un c o n t r o l  de 
UACCA (H^)Leu sometido p rev iam en te  a l o s  t r a t a m i e n t o s  
a n t e r io rm e n te  d e s c r i t o s .  La mayor p a r t e  de l a  r a d i o a c t i ­
v id a d  (85 -  90 %) de l  e l u a t o  de l  complejo  formado en au­
s e n c i a  de CAP se movla (P ig .  1?) como una u n ie a  banda a 
l a  misma v e lo c id a d  que e l  s u s t r a t o  c o n t r o l .  El e l u a to  
p ro c é d a n te  d e l  complejo formado en p r e s e n c i a  de e s t e  an­
t i b i ô t i c o  c o n t e n i a  l o s  mismos componentes p e ro  en c a n t i -  
dades mas r e d u c i d a s .
P a r a  i n v e s t i g a r  s i  d u ran te  l a  f i j a c i ô n  se produce l a  f o r ­
maciôn de UACCA-(Leu)2  y dado que e s t e  compuesto hemos 
enco n trad o  que se mueve a l a  misma v e lo c id a d  que UACCA-'.
: Leu en l a s  c o n d ic io n e s  a n te s  i n d i c a d a s ,  una vez formado 
e l  complejo  se  sometiô  a b i d r ô l i s i s  a l c a l i n a ,  s ien d o  lo s  
p ro d u c to s  a n a l i z a d o s  por  c r o m a to g ra f i a  usando Leu y
FIG. 1 7 . -  lo n o g ran a  (pH 5 ,5 )  de (A) marcador de UAOCA(H^)Leu;
(B) e lu c io n  d e l  complejo de UACCA(H^)Leu y subun i­
dades ‘503 y (G) como "B" pero  e l  complejo se formo en p r e ­
s e n c i a  de 1 mHI de c l o r a n f e n i c o l .  Las c o n d ic io n e s  de incuba­
c iô n  f u e r c n  como l a s  de l a  F ig .  14, pero  con 18 nivl de 
UACCA-Leu y 5 mg/ml de subunidades  503 en un volumen de 
0 ,1 5 0  ml. Despues de 5 min de in c u b ac iô n  a O^C l a s  m ues tras  
se  c e n t r i f u g a r o n  5 min a 35000  g y e l  sedimento se  d i s o l v i ô  
en 0 ,6  ml de (Ac)gHg 0 ,1  mJ.I. Los r ibosomas se sed im entaron  
p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  5 boras  a I 5OOOÜ g. El sob renadan te  se 
l i o f i l i z ô  r e d i s o l v i ô  en agua y se sometiô  a e l e c t r o f o r e s i s  
en p ap e l  V/atrnan n@ 52 a pH 6 ,5  d u ran te  50 min. a 110 v/cm.
3e p ro ce d iô  a l a  e s t im a c iô n  de r a d i o a c t i v i d a d  como se i n d i ­
ca  en métodos.
750
500
250
750
500
250
250
10 0 55 10 15 20
Distant ia dcstic el orijjcn (CITl)
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(Leu )2  como marcadores  s t a n d a r d  segun se  e s p e c i f i c a  en 
métodos.  El p ro d u c to  formado p ro c e d e n te  d e l  m a t e r i a l  f i  
jado  a l o s  r ibosomas c o r r e  (F ig .  18-A) a l a  misma v e l o ­
c id a d  que Leu; a l r e d e d o r  de un 10% de l a  r a d i o a c t i v i d a d  
f i j a d a  se  mueve como d i l e u c i n a .  La r a d i o a c t i v i d a d  no 
f i j a d a  a l o s  r ibosomas (p an e l  B) se  d e s p l a z a  en su  ma­
y o r  p a r t e  (85 -  90 %) como Leu, no e x i s t iendo forma­
c iô n  a p r e c i a b l e  de (Leu)^" FI p i c o  ce rcano  a l  o r ig e n  
que apa rece  en "B” , aunque no i d e n t i f i c a d o , no se  com­
p o r t a  po r  su  m o v i l id ad  como d i l e u c i n a .  Se puede c o n c l u i r  
pues que e l  complejo c o n s i s t e  p r in c ip a lm e n te  en UACCA- 
Leu f i j a d o  a r ibosom as ;  no o b s t a n t e ,  p o s ib lem e n tep o r  l a  
e x i s t e n c i a  de e n t r a d a  p a r c i a l  d e l  s u s t r a t o  a s i t i o  P, 
se p roduce  en l a s  co n d ic io n e s  u t i l i z a d a s  pequena c a n t i -  
dad de d i l e u c i n a ,  que q u e d a r l a  r e t e n i d a  en su mayor p a r ­
t e  en l o s  r ibosomas como UACCA-(Leu)2 *
E fe c to  de a n t i b i ô t i c o s  sobre  l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac 
y UACCA-Leu a subunidades  508.
En un i n t e n t e  de r e l a c i o n c r  e l  s i t i o  de f i j a c i ô n  de an­
t i b i ô t i c o s  a l  r ibosoma con l a  i n h i b i c i ô n  que p roducen  sobre  
l a  fo rm aciôn  de en la ce  p e p t i d i c o  y dado que une de l o s  mé­
canismes p o r  l o s  c u a le s  pueden a c t u a r  es e l  de su  com pet i -  
c iô n  p o r  e l  s i t i o  de f i j a c i ô n  de l o s  s u s t r a t o s  de d ic h a  reac-
FIG. 1 8 . -  A n â l i s i s  crornatogr&fico de l o s  p ro d u c to s  forma- 
dos en l a  r e a c c i o n  de f i j a c i o n  de UAGGA(H5)p0-^
t r a s  h i d r o l i s i s  a l c a l i n a .  El volumen de l a  mezcla de in c u -  
b ac io n  fué c in co  veces mayor cue en lo s  expérim entes  de f i ­
j a c io n  s t a n d a r d  (F ig .  12) empleando 5 mg/ml de subunidades 
503 y s iendo  e l  tiempo de incubac iôn  de 5 min. 3e e f e c tu ô  
e l  ensayo como se i n d i c a  en l a  s e c c iô n  de métodos.  Panel  
(A) C rom atogra fra  de lo s  p roduc tos  p ro c é d a n te s  de m a te r i a l  
f i j a d o  a r ibosom as .  Panel  B) C rom a tog ra f ia  de p roduc tos  no 
f i j a d o s  a r ibosomas después de in c u b ac iô n .  Los c i r c u l e s  
in d ic a n  l a s  p o s i c io n c s  de l o s  p a t ro n e s  de Leu y (Leu)g no 
r a d i o a c t i v e s .
Leu
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-  132 -
c i o n ,  se  ensayo e l  e f e c t o  de e s to s  a n t i b i ô t i c o s  sobre  l a  f i ­
j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac y UACCA-Leu a subunidades  503. En l a  
t a b l a  XVIII apa rec en  lo s  r e s u l t a d o s .  La p ro p o rc iô n  de s u s t r a ­
t o  f i j a d o  en p r e s e n c i a  de a n t i b i ô t i c o  e s t a  r e f e r i d a  a l a  f i ­
j a c i ô n  e f e c tu a d a  en su  a u s e n c i a ,  que se tomô cono c i e n  p o r  
c i e n .  C l o r a n f e n i c o l  se ve t i e n e  un e f e c t o  opues to  en l a  f i ­
j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s ,  lo  cu a l  es f u e r t e  e v id e n c i a  de 
que é s to s  se f i j a n  a s i t i o s  d i s t i n t o s .  E s te  hecho s u g ie r e  
que c l o r a n f e n i c o l  in h ib e  l a  form aciôn  de en lace  
por  co m p e t ic iô n  con e l  s u s t r a t o  a c e p to r  en su .'ektrëmot ÿ^'V^er- 
m in a i .  « !
E s t a  com petenc ia  p o r  e l  s u s t r a t o  a c e p to r  es i n d i r e  
mente conf i rm ada  p o r  lo s  exper im entos  de com pe t ic iôn  en c i -  
n é t i c a  de r e a c c i ô n  de U ace t i l -a ra in o ac i l - tR U A  con pu rom ic ina  
en l a  que Goldberg (1967$, e n c u e n t r a  i n h i b i c i ô n  de t i p o  mix­
t e  (C o m p e t i t iv e  y no c o m p e t i t i v e ) ,  m ie n t r a s  que p a r a  P e s tk a  
( 1 9 7 0 ) ,  e s t a  i n h i b i c i ô n  s é r i a  c o m p e t i t i v e  pure* Empleando 
e l  s i s t e m a  mas s im p l i f i c a d o  de r e a c c i ô n  de CACCA-Leu-Ac con 
p u ro m ic in a  (Fernandez-L unoz , T es i s  d o c t o r a l ) ,  se  ha  e n c o n t r a ­
do que c l o r a n f e n i c o l  p r é s e n t a  i n h i b i c i ô n  m ix ta  con r e l a c i ô n  
a l  s u s t r a t o  pu ro m ic in a .  Puede c o n c l u i r s e  que hay a l  menos 
una i n t e r a c c i ô n  aunque s e a  p a r c i a l  e n t r e  c l o r a n f e n i c o l  y pu­
ro m ic in a  p o r  e l  mismo s i t i o  de f i j a c i ô n . A p a r t é  de l a  i n h i b i ­
c iô n  de s u s t r a t o  no a c e t i l a d o ,  l a  e s t im u l a c i ô n  que produce
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TABLA XVIII
FIJACION DE UACCA-Leu Y CACCA-LeuAA SUBUNIDADES 50S 
EFECTO DE ANTIBIOTICOS
A n t i b i ô t i c o
C oncen tra ­
c iô n  (jrûA)
UACCA-Leu
% d e l  c o n t r o l
CACCA-Leu-Ac 
% d e l  c o n t r o l
C lo r a n f e n ic o l 1 0 126
Lincom ic ina 1 4 36
E s t r e p to g ra m in a  A 0 ,1 11 8
Carbomicina 1 10 12
E s p i r a m ic in a  I I I 1 24 12
01e andomic i n a 1 64 125
E r i t r o m i c i n a 1 106 156
C e l e s t i c e t i n a 1 120 125
V i r i d o g r i s e i n a 1 120 160
Edeina 0 ,002 100 115
S u l f a t e  de p o l i d e x t r a n o  0 ,005 100 100
T e t r a c i c l i n a 0 ,1 110 150
A nisom icina 0 ,1 100 100
El ensayo en e l  caso  de f i j a c i ô n  de UACCA-Leu se e f e c tu ô  con 
5 mg/ml de subun idades  563, 2 nl.l de s u s t r a t o ,  s ien d o  l a  in c u ­
b a c iô n  de. 5 min. En e l  caso  de f i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac se 
e f e c tu ô  con o t r a  p r e p a r a c i ô n  de subunidades  56S en una concen­
t r a c i ô n  de 5 mg/mi, empleàndose 2 nli de s u s t r a t o  y  15 min. de 
in c u b a c iô n .  Los a n t i b i ô t i c o s  eue c o n te n ia n  e t a n o l  e r a n  p re v ià -  
mente desecados en l o s  tubos  de l a  r e a c c i ô n .  SI r e s t e  de l a s  
co n d ic io n e s  y e l  metodo de ensayo se e f e c tu ô  en l a s  c o n d i c io ­
nes s t a n d a r d  (F ig .  9 y F ig .  1 4 ) .
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c l o r a n f e n i c o l  en l a  f i j a c i o n  de s u s t r a t o  donador c i r c u n s c r i -  
be a l  â r e a  de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  e l  e f e c to  s i m i l a r  o b se rv a -  
do p o r  Goldberg en e l  N -a ce t i l - a m in o a c i l - tR N A ,  (Goldberg^ col. 
1 9 6 9 ) î pudiendo  t e n e r  s i g n i f i c a c i o n  en e l  e f e c t o  de e s t e  
a n t i b i ô t i c o .  Asî p u e s ,  e s to s  exper im entos  p rueban  l a  i n h i ­
b i c i ô n  de f i j a c i ô n  de l a  p a r t e  t e r m in a l  de aminoacil- tRNA 
con e l  r ibosom a po r  c l o r a n f e n i c o l ,  hecho que h a s t a  l a  f e -  
cha  no se  h a b l a  e s c l a r e c i d o , y a  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  no i n ­
h ib e  n i  f i j a c i ô n  e n z im a t ic a  (Yuliioka y Morisav/a, 1969) n i  
f i j a c i ô n  no e n z im a t i c a  de aminoacil-tRNA a l  r ibosoma (Vaz­
quez y Monro, 1967) ,  p o s ib lem e n te  debido a i n t e r a c c i o n e s  
m u l t i p l e s  d e l  tRNA con e l  r ibosoma.
L incom ic ina  que in h ib e  f i j a c i ô n  de c l o r a n f e n i c o l  a 
r ibosomas t i e n e  e l  mismo e f e c to  i n h i b i d o r  sobre  f i j a c i ô n  de l  
s u s t r a t o  no a c e t i l a d o ,  pe ro  ademàs in h ib e  tam bién ,  aunque 
menos e f ic a z m e n te ,  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o .  Puede 
pues  d e c i r s e ,  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  in h ib e  fo rm aciôn  de e n l a -  
ce p e p t i d i c o  p o r  l a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i j a c i ô n  de ambos s u s ­
t r a t o s ’. S in  embargo c e l e s t i c e t i n a ,  anâlogo e s t r u c t u r a l  de 
l i n c o m ic i n a ,  aunque in h ib e  form aciôn  de e n lace  p e p t i d i c o ,  
debe a c t u a r  de modo d i s t i n t o  a l i n c o m ic in a ,  ya que e s t im u -  
l a  l a  f i j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s .  E s to  da p ru eb a  de l a  e s -  
p e c i f i c i d a d  de ac c iô n  de a n t i b i ô t i c o s  muy r e l a c io n a d o s  q u i -  
micamente .
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Del grupo de e s t r e p to g r a m in a ,  e s t r e p to g r a m in a  A, i n h i ?  
b i d o r  de fo rm ac iôn  de en la ce  p e p t i d i c o ,  in h ib e  p r â c t i c a m e n -  
t e  to d a  l a  f i j a c i ô n  de l o s  dos s u s t r a t o s ,  m ie n t r a s  v i r i d o g r i ­
s e i n a ,  r e p r é s e n t a n t e  muy a c t i v e  d e l  grupo de e s t r e p to g ra m in a  
B, y que no es buen i n h i b i d o r  de fo rm aciôn  de en lace  p e p t i ­
d i c o ,  n i  de f i j a c i ô n  t o t a l  de e s t r e p to g r a m in a  A (Ennis  1971) 
produce  e s t im u l a c i ô n  en l a  f i j a c i ô n  de lo s  s u s t r a t o s .
Hemos ensayado d e l  grupo de m acrô l idos  v a r i e s  an t ib iô -r  
t i c o s .  Podemos d i s t i n g u i r  que lo s  que son buenos i n h i b i d o -  
r e s  de fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  ( C a p i tu l e  I ,  Monro y 
Vâzquez, 1967) ,  ca rbom ic ina  y e s p i r a m ic in a  111 son a su  vez 
i n h i b i d o r e s  p a t e n t e s  de f i j a c i ô n  de l o s  dos s u s t r a t o s ,  mien 
t r a s  que e r i t r o m i c i n a  y o ieandom ic ina ,  que no in h ib e n  aque- 
11a r e a c c iô n  se comportan de modo d i s t i n t o ,  a s i  ambos e s t i -  
mulan l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o  m ie n t ra ’s que sô lo  
o leandom ic ina  in h ib e  p a r c i a lm e n te  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  no 
a c e t i l a d o .  E s to  m u es t ra  e l  h e te ro g én eo  comportamiente de -  
l o s  m acrô l id o s  aùn con e s c a s a s  d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s  co­
mo e r i t r o m i c i n a  y o leandom ic ina ,  l o  c u a l  d i f i c u l t a  e l  gene- 
r a l i z a r  so b re  su  modo de a c c iô n  en b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  
como p o r  ejemplo d e s c r ib e n  Î.Iao y Robishav; (1971) .
La f i j a c i ô n  de s u s t r a t o s  no es a f e c t a d a  p o r  e d e in a ,  sul-r 
f a t o  de p o l i d e x t r a n o  o a n i so m ic in a ,  La r e s p u e s t a  de e s t o s  an-
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t i b i ô t i c o s  da id e a  de l a  e s p e c i f i d a d  d e l  s i s t e m a  con e l  que 
se  ha  t r a b a j a d o ,  ya  que e d e in a  y s u l f a t o  de p o l i d e x t r a n o  
b loquean  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  po r  i n h i b i r  l a  fu n c iô n  de 
subunidad  5CS (Kurylo-Borowska y H i e r r o s k i ,  (1965) ,  Vâz­
quez y Monro (1967) ,  Munro (196^) ,  m ie n t r a s  que a n i s o m ic i ­
na a c tû a  e s p e c i f i c a m e n te  sobre  r ibosomas de t i p o  e u c a r i ô t i -  
co (Neth y c o l . ,  1 9 7 0 ) .
T e t r a c i c l i n a  a n t i b i ô t i c o  de a c c iô n  p r e f e r e n c i a l  sobre  
l a  f i j a c i ô n  de aatENA no in h ib e  f i j a c i ô n  de nues troa .  s u s ­
t r a t o s ,  l o  que conf i rm a  que su  ac c iô n  no e s t a  l o c a l i z a d a  s£  
b re  e l  c e n t r e  enz im â t ico  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de l a  su b u n i ­
dad 503.
El grupo de a n t i b i ô t i c o s  d e r iv a d o s  de p i r i m i d i n a ,  e s -  
p a r s o m ic in a ,  g o u g e ro t in a  y a m ic e t in a ,  e s t im u la n  p r e f e r e n c i a l  
mente l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o  como puede. o b s e r ­
v a r s e  en E ig .  19. El que e s p a r so m ic in a  e s t im u le  l a  f i j a c i ô n  
d e l  s u s t r a t o  no a c e t i l a d o  p o s ib lem en te  es debido a l a  p a r ­
c i a l  e n t r a d a  de e s t e  en e l  s i t i o  donador de l  r ibosoma como 
se  d i s c u t i r â  en l a  s i g u i e n t e  s e c c i ô n ,  ya  que Ravel y c o l . ,  
( 1 9 7 0 ) ,  e n c u e n t r a n  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  in h ib e  f i j a c i ô n  en­
z i m a t i c a  de aminoacil- tRNA. En e l  c a p i t u l e  s i g u i e n t e  d e d i -  
cado a e s p a r s o m ic in a ,  se  e s t u d i a r â  de ten idam en te  e l  p o s i b l e  
mécanisme de a c c iô n  de e s t e  a n t i b i ô t i c o .
FIG. 1 9 . -  E fec to  de e s p a r so m ic in a ,  g o u g e ro t in a  y amice- 
7 t i n a  sobre  l a  f i j a c i o n  de GACGA(l-a )Leu-Ac y 
UAGGA(lr )Leu. Las mezclas de in cu b ac iô n  fu e ro n  como l a s  
in d ic a d a s  en F ig ,  7 , excep te  que se u t i l i z ô  1 mg/ml de 
subunidades  563, s iendo  e l  tiempo de in c u b ac iô n  de 5 min. 
El ensayo se e fe c tu ô  como se i n d i c a  en l a  s e c c iô n  de mé­
to d o s .  3 is tem a (#  —• )  en p r e s e n c i a  de GAGGA-Leu-Ac ; Çb — 
en p r e s e n c i a  de bdiGGA-Leu.
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R e su l ta d o s  s i m i l a r e s  a l o s  a n t e r io rm e n te  expues tos  se 
o b tn v ie ro n  cuando se emplearon p a r t i c u l a s  yCS en l u g a r  de 
503, a s i  como cuando UACCA-Leu fué s u s t i t u l d o  p o r  CACCA- 
Leu, lo  que m ues tra  l a  g e n e r a l i d a d  d e l  e f e c t o  de e s to s  an­
t i b i ô t i c o s .
Tipos de f i j a c i o n  de UACCA-Leu a r ib o s o m a s .
Con o b je to  de conocer  l a  n a t u r a l e z a ,  homogeneidad y 
numéro de s i t i o s  de f i j a c i o n  de UACCA-Leu a l a s  subun ida ­
des 508, r e a l i z a m o s  exper im entos  a d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c io -  
nes  de s u s t r a t o  p a r a  t r a z a r  l a  cu rva  de s a t u r a c i o n ,  r e p r e -  
sen tando  l o s  r e s u l t a d o s  segun l a  g r a f i c a  de S c a tc h a rd ,  
(Scatchsjd,  19^9 ) ,  como se ve en F ig .  20.
S iendo 9  , donde 9 es e l  numéro
de m olécu las  de UACCA-Leu u n id a s  p o r  r ib o s o m a s ; (F) es l a  
c o n c e n t r a c iô n  de UACCA-Leu l i b r e ;  n es e l  numéro de s i t i o s  
p o r  r ibosomas y K-p es . l a  c o n s t a n t e  de a s o c i a c iô n  p a r a  UACCA- 
Leu. Una r e p r e s e n t a c i ô n  de t i p o  S c a t c h a rd  con 9 en a b c i s a s  
y ? / ( F )  ordenadas es l i n e a r  con una i n t e r s e c c i ô n  sobre  
e l  e j e  ?  y una p e n d ie n te  de -lA . S i  hay mas de una c l a s e  de 
s i t i o s  de f i j e c i ô n ,  l a  r e p r e s e n t a c i ô n  s e r a  no l i n e a l .
Puede o b s e rv a r s e  en F ig .  20 que e x i s t e n  dos t i p o s  de 
f i j a c i ô n  de a f i n i d a d e s  dadas po r  c o n s t a n t e s  de a s o c i a c i ô n .
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FIG. 2 0 , -  R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a rd  p a r a  f i j a c i o n  de UACGÀ(C^^)
Leu a subunidades  50S, La mezcla de in c u b ac iô n  c o n t e n i a  en 
un volumen de 0 ,024  ml: $ mg/ml de subunidades  50S ( 1 ,8  x 10~° %), 
c o n c e n t r a c iô n  de s a l e s  s t a n d a r d ,  50 % (v /v )  de e t a n o l  y UA0CA(cl4x
Leu desde 9 x 10 a 9 ,6  x 10 L. L1 ensayo se e f e c tu ô  como 
ca  en métodos.
se i n u i -
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una d ie z  veces  mayor que l a  o t r a .  ïam bién  se deduce de l a  
misma que l a  f i j a c i o n  menos a f i n  p a r a  UACCA-Leu pueden r e a -  
l i z a r l a  todos  l o s  503, m ie n t r a s  que s ô lo  e l  20 % de l o s  
mismos pueden s im ul tâneam ente  f i j a r l o  con l a  a f i n i d a d  ma­
y o r .  Con l a s  c o n c e n t r a c io n e s  de s u s t r a t o  y r ibosomas emplea 
das en l o s  ensayos  de f i j a c i ô n  r e a l i z a d o s  a lo  l a rg o  de e s ­
t e  t r a b a j o ,  hemos e s ta d o  midiendo una f i j a c i ô n  que c a s i  en 
su  t ô t a l i d a d  co r responde  a l  t i p o  de mayor a f i n i d a d ,  aunque 
hay  una pequena p ro p o rc iô n  del  o t ro  t i p o  de f i j a c i ô n .  Al 
p oder  h ab e r  dos t i p o s  de f i j a c i ô n  s im ul taneam ente  sobre  e l  
r ibosom a es c l a r o  que e x i s t e n  dos s i t i o s  d i s t i n t o s  donde 
puede u n i r s e  UACCA-Leu c o r r e s p o n d ie n t e s  a ambas a f i n i d a d e s .  
Dado que c l o r a n f e n i c o l  in h ib e  c a s i  t o t a lm e n te  l a  f i j a c i ô n  
mas f u e r t e ,  es d e c i r  l a  medida en exper im entos  s t a n d a r d  de 
f i j a c i ô n  y dado que e s t e  a n t i b i ô t i c o  no in h ib e  f i j a c i ô n  de 
GAGGA-Leu-Ac, s u s t r a t o  que va a l  s i t i o  d o n ad o r ,. queda ex-  
c l u l d o  que e s t a  mayor a f i n i d a d  co r resp o n d u  a d icho s i t i o .  
Del hecho que haya fo rm ac iôn ,  aunque en pequena p ro p o rc iô n  
de d i l e u c i n a  en l a s  c o n d ic io n e s  de f i j a c i ô n  empleadas,  se 
deduce que ha  s id o  n e c e s a r i o  e l  que UAGGA-Leu en p a r t e  ha­
ya  ido  a l  s i t i o  a c e p t o r ,  es d e c i r  s i t i o  A del  r ibosom a.
Por  e l l o  hay f u e r t e  e v i d e n c i a  de que e s t e  s i t i o  de mayor 
a f i n i d a d  p o r  n o s o t r o s  d e t e c t a d o  se a  e l  p ro p io  s i t i o  A.
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Ya que UACCA-Leu es capaz de forinar d i l e u c i n a ,  a s i  como 
r e a c c i o n a r ,  aunque con mucha menor v e l o c id a d  con p u ro m ic i ­
na  (F ig .  21) que CACCA-Leu-Ac, debe de f i j a r s e  en p a r t e  a l  
s i t i o  donador .  Pos ib lem en te  e s t a  f i j a c i o n  es l a  c o r r e s p o n -  
d i e n t e  a l a  de b a j a  a f i n i d a d  de l a  g r a f i c a  de S c a tc h a rd .
E s to  j u s t i f i c a  l a  g ran  d i f e r e n c i a  en l a  c i n e t i c a  de r e a c ­
c i o n  de UACCA-Leu con p u rom ic ina  comparada con l a  d e l  s u s ­
t r a t o  a c e t i l a d o  que debe de f i j a r s e  con mucha mayor a f i n i ­
dad a l  s i t i o  P de l  r ibosoma.  ,
Asi p u e s ,  dando p o r  p ru eb a  que e l  s u s t r a t o / a c e t i l a ^  
se f i j a  en l a  p r o p o rc iô n  de una m olécu la  p o r  p a r t i c u l a  50S 
( C a p i tu l e  111) ,  concluimos que e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o  s d  f i ­
j a  sô lam ente  a l  s i t i o  donador a l  c u a l  se f i j a  aunque con 
mucha menos a f i n i d a d  e l  s u s t r a t o  no a c e t i l a d o ,  segun se de-  ■ 
duce de l a  c i n e t i c a  de su r e a c c i ô n  con p u ro m ic in a ,  y que 
UACCA-Leu se une p r e f e r e n c i a lm e n te  a l  s i t i o  A de l  r ibosom a.
E s t a  d i s t i n c i ô n  e n t r e  e l  s i t i o  de f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  
a c e t i l a d o  y no a c e t i l a d o  v ien e  c o n t r a r r e s t a d a  p o r  lo s  s i -  
g u i e n t e s  hechos probados en e s t e  t r a b a j o :
1 . -  D i s t i n t o  r e q u e r im ie n to  iô n ic o  (Ivlg’^**' y E^) p a r a  l a  f i -  
. j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s ,
2 . -  D i f e r e n t e  comportamiente en su  u n iôn  a r ibosomas /OS 
y subun idades  5Q3, dado por :  medidas de c i n e t i c a  de
c
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2 1 . -  G in e t i c a  de r e a c c io n  de OACGA-Leu-Ac y UAGGA-Leu 
con pu rom ic ina .  La mezcla d e , in c u b ac io n  en un vo-
lunien de 0 ,0 7 5  n i  c o n t e n la :  6 m^/ial de subunidades  508, 2 mi.'i
de pu ro in ic ina ,  2 nl;l de s u s t r a t o  GAGGA-Leu-Ac o UAGGA-Leu ■. ,
50 % (v /v )  de e t a n o l  y c o n c e n t r a c io n  s a l i n a  s t a n d a r d .  LI né_ 
todoyde ensayo p e r  e x t r a c c i o n  con a c e t a to  de e t i l o  se i n d i c a  
en BetodoG. 8e comprobo l a  e f i c i e n c i a  de e x t r a c c i o n  de 
Leu-Aid p e r  s u c e s iv a s  e x t r a c c io n e s  con a c e t a t o  de e t i l o ,  s ien-  
do e l  m a te r i a l  r e a c c io n a b le  e x t r a i d o  en l a  p r im e ra  s u p e r i o r
A lo s  v a l o r e s  dados l e s  f u e rc n  s u s t r a i d o s  lo s  b l a n -
cada tiempo on a u sen c ia  de a n t i b i o t i c o .
a l  80
cos a
— 1 AC —
f i j a c i ô n ;  e f e c t o  e s t im u l a n te  de l a s  subun idades  pOS 
en f i j a c i o n  a 5CS s o lo  p a r a  s u s t r a t o  no a c e t i l a d o  y 
menor dependenc ia  r e s p e c t e  a e t a n o l  en l a  f i j a c i o n  de 
e s t e  s u s t r a t o  a r ib o s o n a s  70S.
5 . -  D i s t i n t o  comportamiento  f r e n t e  a l a  a c c io n  de algunos 
a n t i b i o t i c o s  que ac tu an  en e l  c e n t r e  en z im a t ic o  pep-  
t i d i l t r a n s f e r a s a .  As! c l o r a n f e n i c o l  m ie n t r a s  e s t im u -  
l a  l a  f i j a c i o n  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o ,  in h ib e  l a  de . 
s u s t r a t o  no a c e t i l a d o .
— lA l —
GiæiTULO I I I .
ÜECANISMO D2 ACCION DE E3PAR30NICINA SOBRE EL CENTRO
PEPTipiLTR^3EERASA_pEL_RIB
• E sp a rso m ic in a  es un a c t i v e  i n h i b i d o r  de b i o s l n t e s i s  
de p r o t e i n a s  t a n t e  en s i s te in a s  de organismes p r o c a r i ô t i c o s  
como de organism es e u c a r i ô t i c o s . E je r c e  su a c c io n  a n i v e l  
d e l  r ibosoma bloqueando l a  fo rm ac ion  de e n la ce  p e p t i d i c o ,  
Como vimos en Cap. I ,  i n h ib e  l a  fo rm ac ion  de A c e t i l i l - l e u  
c i l - p u r o m i c i n a  u t i l i z a n d o  como s u s t r a t o  t a n t e  Ac-Leu-tRNA, 
como e l  N - a c e t i l - l e u c i l - o l i g o n u c l e ô t i d o  d e r iv ad o  de e s t e  
tPNA, Con o b je to  de conocer  mas d e t a l l e s  sob re  e l  m ecan is-  
mo po r  e l  cu a l  a c tû a  e s p a r so m ic in a  sob re  e l  r ibosom a, se 
p ro c e d iô  a l  e s t u d i o  d e t a l l a d o  de l a  i n t e r a c c i ô n  de r i b o s o -  
mas y CAGGA-Leu-Ac en p r e s e n c i a  de e s t e  a n t i b i o t i c o .
Formacion d e l  complejo GAGGA-Leu-Ac-ribosoma induc ido  por  
e s p a r s o m ic in a .
A lo  l a r g o  de lo s  expér im entes  que p re se n ta rem o s  en 
e s t e  c a p i t u l e ,  se  dem uestra  que e s p a r so m ic in a  produce l a  
e s t im u l a c i ô n  de l a  f i j a c i o n  de GAGGA-Leu-Ac a r ibosomas de 
S. G o l i .  ^n l o s  ensayos d e s c r i b e s  a c o n t in u a c iô n ,  se  u t i l i -  
za ron  (e x c e p te  en lo s  cases  e s p e c i f i c o s  que se  i n d i c a r â n ) ,  
l a s  c o n d ic io n e s  de ensayo empleadas en l a  r e a c c i o n  de l  f rag-
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m e n to  (1 mg/ml de  r i b o s o m a s  y 33 % ( v / v )  d e  e t a n o l )  p e r o  en  
a u s e n c i a  de  p u r o m i c i n a .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s  a l  s e r  muy p e -  
q u e h a  l a  f i j a c i o n  de  s u s t r a t o  ( F i g . 2 2 ) ,  l a  e s t i m u l a c i ô n  d e -  
b i d a  a l a  e s p a r s o m i c i n a  s e  h a c e  mas s i g n i f i c a t i v a , a l c a n z a n ,  
do v a l o r e s  q u e  o s c i l a b a n ,  s e g u n  l a  p r e p a r a c i o n  d e  r i b o s o m a s ,  
e n t r e  60 y 6 0 % de  l a  r a d i o a c t i v i d a d  a n a d i d a .  Como p u e d e  ver_ 
s e  en  l a  f i g u a  i n d i c a d a ,  s e  e n s a y o  e l  e f e c t o  de  l a  c o n c e n t r a  
c i ô n  d e  r i b o s o m a s  s o b r e  l a  f o r m a c i o n  d e l  c o m p l e j o  CACCA-Leu-Ac  
r i b o s o m a s ;  l a  f i j a c i o n  e s  maxima p a r a  una c o n c e n t r a t i o n  de  rj^ 
b o s o m a s  de  1 mg/ml a un a  c o n c e n t r a c i o n  c o n s t a n t e  de  s u s t r a t o .
La f i j a c i o n  de  A c -L eu -T ^  d e p e n d e  d e  l a  c o n c e n t r a c i o n  de  
e s p e r s o m i c i n a  p r é s e n t e  ( F i g .  2 3 ) ,  s i e n d o  maxima a v a l o r e s  de  
O,1  mM.
En l a  t a b l a  XIX s e  r p u e s tr a  q ue  en e l  s i s t e m a  c o m p l e t e  
c o n  r i b o s o m a s  70S y CACCA-Leu-Ac, 0 , 1  mM de  e s p a r s o m i c i n a  est_i  
m u la  l a  f i j a c i o n  a r i b o s o m a s  h a s t a  a s o c i a r s e  c o n  l o s  m ism os  , 
d e l  60 a l  70% de  . l a  r a d i o a c t i v i d a d  a n a d i d a .  R e s u l t a d o s  s i m i l a -  
r e s  s e  o b t i e n e n  s u s t i t u y e n d o  l o s  r i b o s o m a s  70S p o r  s u s  s u b u n i ­
d a d e s  5 0 S ,  m i e n t r a s  que  no h a y  e s t i m u l a c i ô n  p or  e s p a r s o m i c i n a  
cu a n d o  s e  s u s t i t u y e n  l o s  r i b o s o m a s  p o r  s u b u n i d a d e s  3 0 S .  Por  
t a n t o ,  e l  e f e c t o  de  e s p a r s o m i c i n a  e s  e j e r c i d o  a n i v e l  d e  l a  s u b -  
u n i d a d  m ayor ,  no s i e n d o  n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  s i m u l t â n e a  de  l a  
o t r a  s u b u n i d a d  p a r a  s u  a c t u a c i ô n ,  l o  q u e  c i r c u n s c r i b e  e l  l u g a r  
de  a c c i ô n  de  l a  e s p a r s o m i c i n a  a l a  s u b u n i d a d  50S y c o n c r e t a m e n -  
t e  a l  â r e a  de  l a  p e p t i d i l t r a s f e r a s a .
FIG. 2 2 . -  F i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac a r ibosomas en p r e s e n c i a  
de e sp a rso m ic in a :  e f e c t o  c o n c e n t r a c io n  de r i b o s o ­
mas. La mezcla de in cu b ac io n  c o n t e n l a  en un volumen de 0 ,1  ml 
l o s  s i g u i e n t e s  componentes: GACCA(H^)Leu-Ac (7 nivl; a c t i v i d a d  
e s p e c i f i c a  aproximada 18 Gi/mmol), e s p a r so m ic in a  6 ,1  mlv!
(Ac) 2 0  mil, GIK 400 mil, Tris-GIH pH 7 , 5 ,  50 mil y r ibosomas 
70S en l a  c o n c e n t r a c io n  in d i c a d a .  Se é q u i l i b r é  l a  mezcla a O^ G 
y se i n i c i ô  l a  r e a c c io n  po r  a d i c io n  de 0 ,0  5 ml de e t a n o l  f r i o  
El tiempo de in c u b ac io n  fuô de 20 min. El ensayo de f i j a c i o n  
p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  se e fe c tu ô  como se i n d i c a  en métodos.
' * ) s i s t e m a  com plete ;  ( b - o )  s i s t e m a  complete en a u s e n c ia  
de e s p a r so m ic in a ;  CA-A) e s p a r so m ic in a  s u s t i t u i d a  por  
0 ,1  mlvl e s t r e p to g ra m in a  A.
FIG. 2 5 . - '  F i j a c i o n  de GAGGA-Leu-Ac a r ibosomas en p r e s e n c i a  
de e sp a rso m ic in a :  e f e c to  c o n c e n t r a c io n  de e s p a r ­
som ic ina .  I lezc la  y tiempo de in cu b ac io n  como en F ig .  22, em- 
p leando  1 mg/ml de ribosomas yOS, El ensayo se e f e c tu ô  por  
c e n t r i f u g a c i ô n  como se i n d i c a  en métodos.
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TABLA XIX
E£QUERIi:iELTOo PARA LA FCRMACLOR DEL CCLPLEJO GACCA-Leu-Ac- 
RlBOSCîvlA DEPEIIDLEITTE DE E8PARS0KLCLNA.
Exp. 1 (CACCA-H^-Leu-Ac) F i j a c i o n  dep en d ien te  de e s p a r s o -
m ic ina  (%)_________________________
Sis te raa  s t a n d a r d  64
70S s u s t i t u i d o s  p o r  subunidades  30S 63
70S s u s t i t u i d o s  po r  subunidades  3OS 6
S in  K*^  0
S in  E'*', 303 en l u g a r  de 70S 3
Exp. 2 (CACCA-H^-Leu-Ac)
S is tem a  s t a n d a r d  70
0 ,1  ml.! Ug++ 0
S in  e t a n o l  2
E ta n o l  s u s t i t u i d o  p o r  metanol 50
Exp. 3 ( V a r i a c iô n  de s u s t r a t o )
CACCA-(H^)-Leu-Ac 65
UACCA'(H^)-Leu-Ac 64
ACCA-(H5)-Leu-Ac 49
CCA-(H5)-Leu-Ac ' 47
CACCA (3^5) l ' e t - F  35
(p52)_QcA 0
La mezcla do in c u b a c io n  s t a n d a r d  c o n t e n i a  ( a n t e s  de l a  a d i ­
c io n  de a l c o h o l )  en un volumen de 0 ,1  ml l o s  s i g u i e n t e s  corn-
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p o n e n te s :  1 mg/ml de r ibosomas 7C3, CACCA (H^) Leu-Ac (7 hi.I, 
a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  aproximada 18 Ci/mmol);  e s p a r so m ic in a  
0 ,1  mîl; a c e t a t o  magnesico 20 mil, GIK 400 mil, T ris-GIH , pH 
7 , 3 ,  30 mil. Se a n a d ie ro n  u o m it1 e r on componentes segûn se 
i n d i c a .  Las m ues tras  se e q u i l i b r a r o n  a O^ G y se i n i c i ô  l a  
r e a c c i o n  po r  a d i c io n  de Gp03 ml de e t a n o l  f r i o .  Después de 
in c u b a c io n  d u ra n te  20 m inutes  se p ro c e d iô  a l a  e s t im a c iô n  
de. r a d i o a c t i v i d a d  f i j a d a  como se i n d i c a  en métodos en l a  
s e c c iô n  de f i j a c i ô n  de s u s t r a t o s  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n .
C o n t rô le s  en lo s  que se om it iô  e s p a r s o m ic in a  d i e ro n  de 
0 a 12% de f i j a c i ô n ,  v a r ia n d o  con d i f e r e n t e s  p r e p a r a c io n e s  
y c o n d ic io n e s .  En cada t r a t a m i e n t o  se  e f e c t u a r o n  c o n t r ô l e s ,  
s ien d o  s u s t r a i d o s  de lo s  v a l o r e s  de f i j a c i ô n  e f e c tu a d a  en 
p r e s e n c i a  de e s p a r so m ic in a  p a r a  e l  c a l c u l e  de l a  " f i j a c i ô n  
depen d ien te  de e s p a r s o m ic in a " .
En l a s  co n d ic io n e s  de experim ento  "2" l o s  r ibosomas no 
p r e c i p i t a n  p o r  lo  que e l  ensayo fué  rnodificado de l a  mane- 
r a  s i g u i e n t e :  l a  mezcla de in c u b ac iô n  fué  c e n t r i f u g a d a  180 
min, a 1 3 0 .0 0 0  g, es t im andose  l a  r a d i o a c t i v i d a d  en e l  s o b re -  
n a d a n te .
La a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de GAGGA lûet-F e r a  a p r o x i -
madamente de 300 m Gi/mmol y l a  de (p52) CGAaunque descono-  
c i d a  e r a  p robab lem en te  mayor de 1 Gi/mmol.
Los io n es  y , a l  i g u a l  que e l  e t a n o l ,  son
r e q u e r id o s  p a r a  que t e n g a  lu g a r  e s t a  f i j a c i ô n . ;  El e t a n o l  
puede s u s t i t u i r s e  por  m e tano l ,  a l c o h o l  que como se ha v i s _  
t o  es tambiôn e s t im u l a n t e  de l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e -  
r a s a .  En s i s t e m a s  c a r e n t e s  de e t a n o l , l a  e s p a r so m ic in a  i n h i ­
be ac t iv am en te  l a  fo rm aciôn  de en la ce  p e p t i d i c o  (Goldberg 
y I . î i t sug i ,  1967a) .  Por  t a n t o  l a  p r e s e n c i a  de a lc o h o l  es 
t a n  s ô lo  n e c e s a r i a  p a r a  promover,  como hemos v i s t o  en e l  
c a p i t u l e  a n t e r i o r ,  l a  i n t e r a c c i ô n  s u s t r a t o - r i b o s o m a .  No ha  
s id o  p o s i b l e  e l  c a r a c t e r i z a r  l a  f i j a c i ô n  de e s p a r so m ic in a
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a r ibosom a p o r  no h ab e r  podido d i s p o n e r  de e s t e  a n t i b i o t i c o  
marcado i s o to p ic a m e n t s ,  pero  es p ro b a b le  que lo s  io n es  an­
t e s  in d ic a d o s  sean  n e c e s a r i q s  p a r a  su  f i j a c i o n .
Como se  a p r e c i a  on l a  Tabla  XIX l a  e s p a r so m ic in a  e s -  
t i m u l a  l a  f i j a c i o n  a r ibosomas de GAGCA-Leu-Ac, UACGA-Leu- 
Ac, AGGA-Leu-Ac y GGA-Leu-Ac, n u c l e o t i d e s  t e r m i n a l e s  r é s u l ­
t a n t e s  de l a  d i g e s t i o n  de Ac-Leu-tïdIA con r i b o n u c l e a s a  T^. 
E s te  e s ,  e l  s u s t r a t o  puede s e r  t a n  pequeno como GGA-Leu-Ac 
p a r t s  ccmùn a todos  l o s  tRNA de E. G oli  conocidos  e i rapres-  
c i n d i b l e  p a r a  su  r e a c c i o n  con PM (Konro , Cerna y î.Iarckef, 
1 9 6 8 ) .  También es a c t i v e  e l  o l i g o n u c l e o t i d e  t e r m i n a l  de 
fo rm i l -m et ion i l - tR l ' IA .  En e s t a s  c o n d ic io n e s  l a  f i j a c i ô n  d e l  
o l i g o n u c l e ô t i d o  no a c e t i l a d o ,  GAGGA-Leu- es a su vez e s t im u -  
l a d a ,  aunque en menor p ro p o rc iô n  que e l  a c i l a d o ,  s iendo  nu- 
l a  a c o n c e n t r a c io n e s  mas b a j a s  de e s p a r s o m ic in a  (E ig .  24 ) .  
Por  e l l e , e s p a r s o m ic in a  e s t i m u l a r i a  l a  f i j a c i ô n  de l o s  s u s t r a ­
t o s  que se  f i j a r â n  en e l  s i t i o  donador ,  p r e f e r e n c i a lm e n t e  " 
con e l  grupo en s u s t i t u i d o ,  ca se  de p e p t id i l - tP N A .
S i  se emplea como s u s t r a t o  e l  o l i g o n u c l e ô t i d o  CGA, 
c a r e n t e  p o r  t a n t o  de l  grupo N -a n in o a c i l  t e r m i n a l ,  l a  f i j a ­
c i ô n  no t i e n e  l u g a r ,  p o r  lo  que p a re c e  s e r  o b l i g a t o r i a  su 
p r e s e n c i a  en n u e s t r a s  c o n d ic io n e s  p a r a  l a  fo rm aciôn  d e l  com­
p l e j o ,  con lo  c u a l  se exc luye  l a  p o s i b i l i d a d  de que e s p a r ­
so m ic in a  i n t e r f i e r a  en s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  impidiendo l a
FIG. 2 4 . -  E fe c to  de l a  c o n c e n t r a c io n  de e s p a r so m ic in a  sobre  
l a  f i j a c i o n  de CACGA-Ieu-Ac y UAGGA-Ien-. a r i ­
bosomas 703. La composicion de l a  mezcla  y e l  tiempo de i n ­
cubac iôn  fué como se i n d i c a  en F i^ .  22. C oncen trac ion  de r i ­
bosomas 703 fué de 1 mg/ml. El ensayo de f i j a c i ô n  po r  c e n t r i  
fu g ac iô n  se e f e c tu ô  como se i n d i c a  en métodos ('#-•') con CACCA- 
Leu-Ac (o-o) con UAGGA-Leu.
FIG. 2 3 . -  E s t a b i l i d a d  d e l  c o m p le jo . -  Se h i c i e r o n  c u a t r o  inca  
bac io n es  por dup l icad o  p a r a  l a  form aciôn  de comple­
jo  CAGGA-Ieu-Ac-ribosomas. E s ta s  se e f e c tu a r o n  en cond ic iones  
s t a n d a r d ,  con ten iendo  en un volumen de 0 ,100 ml: 3 mg/ml de 
ribosomas 70S, 8000 cpm de GAGGA-Ieu-Ac ( a c t i v i d a d  e s p e c i f i ­
ca  aproximada 18 G/mmol), 0 ,1  ml.i e s p a r so m ic in a  ô 0 ,1  mil e s ­
t r e p to g ra m in a  4., c o n c e n t r a c iô n  s a l i n a  s t a n d a r s .  Se i n i c i ô  l a  
in cu b ac iô n  po r  a d i c io n  de 0 ,03  ml de e t a n o l .  Se a i s l a r o n  lo s  
complejos por  c e n t r i f u g a c i ô n  20 min a 3OOO g y 4QG y se so -  
metiô  cada m ues tra  a l  numéro de lavados  que se i n d i c a .  l e s  la-  
vados se e f e c tu a r o n  d i luyendo  con 0 ,3  ml de una mezcla de s a -  
l e s - e t a n o l & i g u a l  c o n c e n t r é e iô n  que l a  r e a c c io n  i n i c i a l  y con 
l a s  a d ic io n e s  in d i c a d a s .  l a  r e s u s p e n s iô n  se 
enérg icam ente  d u ran te  1 ô 2 min en m ezclâdor .  Se 
lo s  ribosomas po r  c e n t r i f u g a c i ô n ,  es t im andose  l a  
dad r e t e n i d a  por  é s to s  por  l e c t u r a  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  des -  
p r e n d id a  en e l  so b ren ad an te .
( ë—f^ ÿCnc ubac iôn  y l i q u i d e  de lavado en p r e s e n c i a  de 0 ,1  mil 
e s p a r so m ic in a .
(A—Ay ne ubac iô n  en 
de lavado  s i n
( o —6)încubac iôn  en p r e s e n c i a
de lavado con
e fe c tu ô  ag i tando  
se p a ra ro n  
r a d i o a c t i v i -
p r e s e n c i a  de 0 ,1  
e sp a r s o m ic in a .
de 0 ,1
mlvl e sp a rso m ic in a ;  l i q u i d e  
mlvl e sp a rso m ic in a ;  l i q u i d e
( a - ncuoacion  
mina A.
0 ,1  mil e s t r e p to g r a m in a  A.
y l i q u i d e  de lavado con 0 ,1  mlvl e s t r e p t o g r a -
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s a l i d a  de tRITA de a c i l a d o  una vez se  h a  p roduc ido  l a  t r a n s -  
f e r e n c i a  de l a  cadena p e p t i d i c a ,
E s t a b i l i d a d  de l  co m p le jo .
S i  CACCA-Leu-Ac unido  a r ibosomas en p r e s e n c i a  de 
e spansom ic ina  es d i l u i d o  mediante  la v ad o s  con s o lu c io n  tarn 
pon co n ten ie n d o  e s t e  a n t i b i o t i c o  ( P i^ .  2 5 ) ,  l a  f i j a c i o n  del  
s u s t r a t o  no disminuye ap rec iab le m e n te  a lo  l a rg o  de l a  s é ­
r i é  de l a v a d o s ,  l o  que i n d i c a  l a  g ran  e s t a b i l i d a d  de l  com­
p l e j o  formado. S i  l o s  lavados  se e f e c t u a n  en a u s e n c ia  de 
e s p a r s o m ic in a  hay una l i g e r a  r e v e r s i o n  d e l  complejo como 
e r a  de e s p e r a r ,  de un e q u i l i b r i o  p r a c t i c a m e n t e  desp lazado  
h a c i a  l a  a s o c i a c i o n .  S u s t i tu y e n d o  l a  e s p a r so m ic in a  por  e s ­
t r e p to g r a m in a  A en lo s  l i q u i d o s  de l a v a d o ,  l a  r e v e r s i o n ,  
aunque pequeha,  es l igera ir ien te  mayor. E s t r e p to g ra m in a  A co­
mo se puede o b s e rv a r ,  en T ab la  XX, in h ib e  l a  ac.ciôn de e s ­
p a r s o m ic in a  so b re  l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  cuando-- ambos an­
t i b i o t i c o s  son anadidos  a l a  mezcla de in c u b a c iô n  simultâ__ 
neamente y a n te s  de i n i c i a d a  l a  r e a c c i ô n .  S i  po r  e l  c o n t r a ­
r i o ,  l'a ad ic  iô n  de e s t r e p to g r a m in a  A t i e n e  l u g a r  una vez 
formado e l  com ple jo ,  e s t e  a n t i b i ô t i c o  es incapaz  de r e v e r -  
t i r  l a  f i j a c i ô n  e f e c tu a d a ,  p ru eb a  de l a  g ra n  e s t a b i l i d a d  de l  
complejo formado en p r e s e n c i a  de e s p a r s o m ic in a .  El hecho
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mismo de que e s p a r so m ic in a  p roduzca  l a  e s t im u la c i ô n  de 
f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o ,  hace p e n s a r  que l a  a c c iu n  puede 
s e r  e j e r c i d a  p o r  una e s t a h i l i z a c i ô n  de l a  f i j a c i ô n  o po r  
l a  e x p o s ic iô n ,  en su p r e s e n c i a ,  de nuevos s i t i o s  de . f i j a ­
c iô n  a l  r ibosom a.  Ya que como veremos en e s t e  c a p i t u l e
con r ibosomas to t a lm e n te  a c t i v e s  en p r e s e n c i a  de e s p a r s o ­
m ic in a ,  se  f i j a  una m olécu la  de s u s t r a t o  p o r  r ibosoma a 
c o n c e n t r a c iô n  s a t u r a n t e  de s u s t r a t o ,  l a  u l t i m a  p o s i b i l i d a d  
mencionada quêda d e s c a r t a d a .
TABLA XX
estabilidad  DEL. COÎ.IPLEJO FRENTE A ESTREPTOGRAMINA A.
Tiempo de in c u b a c iô n  ■ ; Adic io n e s  % F i j a c i ô n
(ËîînT)
5  : 78
5 E s t r e p to g ra m in a  A de C’a 5 ’ 16
10 E s t r e p to g ra m in a  A de 5 ’a 10’ 77
Mezcla de in c u b a c iô n  como en Tabla  XIX, C on c en t rac iô n  f i -  
.na l  de e s t r e p to g r a m in a  0 ,1  mil. El ensayo se  e f e c tu ô  como 
se  i n d i c a  en métodos.
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Por  o t r a  p a r t e  e l  iô n  K"*" aunque n o c e s a r io  p a r a  l a  
fo rm aciôn  de l  co m p le jo , no lo  es p a r a  mantener  su  e s t a b i l i  
dad (T ab la  XXI); po r  e l  c o n t r a r i o  l a  p r e s e n c i a  de 0 ,1  mlvï
s u f i c i e n t e  p a r a  c o n s e rv a r  l a  i n t e g r i d a d  de lo s  r i b o ­
somas, no p a r e c e  s e r l o  p a r a  e s t a b i l i z a r  d icho  complejo .  En 
e l  exper im ento  cornentado una vez formado e l  com plejo ,  se 
a i s l o  y r e s u s p e n d io ,  s iendo  n o c e s a r io  e t a n o l  ( l i n e a  6) p a r a  
e v i t a r  l a  d e s i n t e g r a c i o n  de l  mismo. E l que l a  a u s e n c ia  de 
e t a n o l  p ro d u zca  e s t e  e f e c t o , i n d i c a  que l a  i n t e r a c c i ô n  r i b o  
s o m a - s u s t r a to  no ha t e n id o  lu g a r  a t r a v e s  de e n la c e s  cova­
l e n t  es como se  conf i rm a  con l a  i d e n t i f i c a c i o n  de l  p ro d u e to  
de e s t a  f i j a c i ô n  e f e c tu a d a  en e s t e  mismo c a p l t u l o .
En l a s  c o n d ic io n e s  s t a n d a r d  empleadas,  como se mues­
t r a - '  en Tab la  XXII, l a  e s t a b i l i d a d  d e l  complejo no es depen 
d i e n t e  de l a  p r e s e n c i a  de 58S, ya que t a n t o  lo s  r ibosomas 
como sus- subun idades  5CS p ro d u ce r  complejos  e s t a b l e s  f r e n t e  
a lav ad o s  e fe c tu a d o s  en p r e s e n c i a  y a u s e n c i a  de p o t a s i o .
N a t u r a l eza d e l  complejo
Como hemos in d icad o  a n t e r i o r m e n t e , l a  f i j a c i ô n  de 
s u s t r a t o  a r ibosomas en p r e s e n c i a  de e s p a r s o m ic in a ,  aunque 
muy a s t a b l e  puede s e r  r e v e r t i d a  re su sp e n d ien d o  e l  sedimen- 
t o  de r ibosom as en s o lu c iô n  tamuôn en a u s e n c ia  de e t a n o l .
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TABLA XXI
ESTABILIDAD DEL COMPLEJO EN AUSENCIA DE ESPARSOMICINA, IGNES
Y ETANOL.
L iqu ido  de d i l u c i ô n
1 I s t a n d a r d
2 2 mas 0 ,1  mlvl e s p a r so m ic in a
5 menos
4 0 ,1  mM Mg++
5  0 , 1  mil! Mg'^'^^ m e n o s
6 menos e t a n o l
R a d io a c t iv i d a d  r e t e n i d a  po r  
r ibosomas
(% d e l  c o n t r o l ) _________
77
90
90
57
56
' 6
Se e f e c t u a r o n  mezclas  de in c u b ac iô n  de 0 ,150  ml en l a s  misiaas 
co n d ic io n e s  que l a s  u t i l i z a d a s  en Tabla  X IX  . n i e 1ado c l  com­
p l e j o  por  c e n t r i f u g a c i ô n  15 min. a 5.000 g y 4QC.,Se r e s u s p e n -  
d iô  en 0 ,5  ml de l a  s o lu c iô n  emploada en f i j a c i ô n .  o con l a s  
m o d i f ic a c io n e s  i n d i c a d a s . Se s e p a ra ro n  de nuevo lo s  r ibosomas 
p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  d u ran te  20 min. a 5*000 g. (m ues t ras  1 .5 )  
o d u ra n te  180 min. a 150.000 g {m ues tras  4 - 6 ) ,  es t im andose  r a ­
d i o a c t i v i d a d  r e t e n i d a  en lo s  r ibosomas po r  l a  l e c t u r a  de l a  
d e s p re n d id a  en e l  s o b re n a d a n te .  Se tomô como c o n t r o l  l a  f i j a ­
c i ô n  e x i s t e n t e  en lo s  r ibosomas a n te s  de e f e c t u a r  l a  d i l u c i ô n .
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TABLA XXII
ESTABILIDAD CCI.IPARADA DE COMPLEJOS FORMADOS CON RIBOSOMAS 
70S Y CON SUBUNIDADES 70S.
R a d io a c t iv id a d  u n id a  a l  r ibosoma 
% de c o n t r o l
Ribosomas L iuu ido  de lavado 1®^ lavado 2^ lavado
7 0 s
70s
50s
50s
S o lu c io n  s t a n d a r d  
(Menos N^) 
S o lu c io n  s t a n d a r d  
Menos
92
96
97 
95
85
95
8 4
91
Se e f e c t u a r o n  mezclas de in c u b a c io n  en c o n d ic io n e s  de f i j a ­
c i o n  s t a n d a r d  (T ab la  XIX ) .  Se a i s l a r o n  lo s  complejos f o r ­
mado s p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  d u ran te  15 min. a 5600 g. y 4^C y 
se som etiô  cada m ues tra  a dos lavados  p o r  r e s u s p e n s iô n  d e l  
p r e c i p i t a d o  en 0 ,5  ml do s o lu c iô n  empleada en f i j a c i ô n .  Se 
a g i t ô  en é rg icam en te  d u ran te  1 ô 2 min. en mezclâdor y se 
sed im on ta ron  de nuevo lo s  r ibosomas por  c e n t r i f u g a c i ô n  anâ-  
l o g a  a l a - a n t e r i o r .  Se es t imô r a d i o a c t i v i d a d  f i j a d a  a r i b o ­
somas después de cada lavado  p o r  medida de l a  r a d i o a c t i v i d a d  
d e s p re n d id a  en s o b re n a d a n te .
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P a r a  i d e n t i f i c a r  e l  m a t e r i a l  e lu id o  se formô e l  complejo 
CACCA(H^) P eu -Ac con r ibosom as ,  se a i s l o , d é s i n t é g r é  y e l  
e l u id o  se c a r a c t e r i z ô  po r  e l e c t r o f o r e s i s  en p a p e l .  La F ig .  
26 m u es t ra  que a pH 6 ,5  aproximadamente e l  87% de l a  r a d i o ­
a c t i v i d a d  "X” se mueve a l a  misma v e l o c id a d  que e l  marcador 
de CACCA-Leu-Ac. El mismo r e s u l t a d o  se obtuvo cuando se 
e f e c tu ô  l a  e l e c t r o f o r e s i s  a plî 5 ,5 .  Cuando CACCA-Leu-Ac 
fué  s u s t i t u i d o  p o r  UACCA-Leu-Ac, e l  o t r o  o l i g o n u c le ô t id o  
t e r m i n a l  r é s u l t a n t e  de l a  d i g e s t i ô n  de Ac-Leu-tRNA con r i ­
b o n u c le a s a  , e l  p ro d u c to  se d esp laz ô  a l a  misma v e l o c i ­
dad que e l  marcador de UACCA-Leu-Ac (dos veces  mas r a p id o  
que CACCA-Leu-Ac como se i n d i c é  en m étodos) .  Tanto a pH
6 ,5  como a pH 5 ,5  ap a rece  en l a  p r o p o rc iô n  de un 15% un com- 
ponen te  ''lu” no i d e n t i f i c a d o  cargado p o s i t iv a m e n te  en ambos 
c a s o s .  E s te  p ro d u c to  p o d r i a  s e r  de d e g ra d a c iô n ,  t a l  como 
A c-Leu-adenos ina  o un p ro d u c to  s e c u n d a r io  de l a  a c c iô n  de 
e s p a r s o m ic in a .  De e s t e  experimento  se  puede c o n c l u i r  que 
l a  r e v e r s i ô n  d e l  complejo formado en p r e s e n c i a  de e s p a r s o ­
m ic in a  p roduce  l a  l i b e r a c i ô n  de l  s u s t r a t o  i n i c i a l  no modi- 
f i c a d o ,  es d e c i r  que l a  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  s u s t r a t o  y su b u n i ­
dad 503 no im p i i c a  e n la c e s  c o v a l e n t es con l a  m olécu la  de 
s u s t r a t o ,  ya que en caso de que se b u b ie ra n  p roducido  l a  
d e s i n t e g r a c i o n  d e l  complejo formado r e q u e r i r i a  métodos mas 
d r â s t i c o s  y l a  m o v i l id ad  e l e c t r o f o r é t i c a  d e l  s u s t r a t o  queda-
FIG. 2 5 . -  lonograma (pH 6 ,5 )  de (A) marcador de GAGGA(H^)- 
Lou-Ac y (B) e l u c io n  p ro c e den te  d e l  complejo i n ­
ducido p o r  e s p a r so m ic in a  de GAGGA-Leu-Ac y r ibosomas.  Gon- 
d ic io n e s  de in c u b ac io n  como en l a  Tabla  XiX , pero con 20 iHu 
GAGGA-Leu-Ac y 1 mg/ml de subunidades 503. El ensayo fué 
e fec tu ad o  como se i n d i c a  en métodos. La e l e c t r o f o r e s i s  fué 
en p ap e l  Abatman n^ 5 2 , s iendo  sometido a 100 v/cm d u ran te  
1 b o ra .
C A C C A - L E U - A C
500
25(
750
500
250 -
■ e e # #
15 20100 5510
PISTANCIA DESDE EL ORIGEN ( C M )
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r î a  m o d i f ic ad a .
In c a p a c id a d  d e l  ccmolejo  de r e a c c i o n a r  con p u ro m ic in a .
A l a  v i s t a  de l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  con e s t r e p t o ­
gramina A y con o b je to  de a v e r i g u a r  s i  e s p a r so m ic in a  in h ib e  
r e a c c i ô n  de p u ro m ic in a  y po r  co n sec u e n c ia  s i n t e s i s  p r o t e i -  
c a  p o r  fo rm ac iôn  de un complejo s u s t r a t o - r i b o s o m a ,  que im- 
p i d a  l a  r e a c c i ô n  con e l  s u s t r a t o  a c e p t o r ,  se  e f e c tu ô  e l  ex­
p e r im e n to  de T ab la  XXIII.  Sn dicho experimento  se  incubaron  
dos s e r i e s  de m ues t ra s  en p a r a l e l o ,  con l a s  a d ic io n e s  i n d i ­
ca d as ;  en l a  p r im e r a  fué  ensayada l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu- 
Ac a r ib o so m a s ,  m ie n t r a s  que en l a  segunda fué  ensayada l a  
fo rm ac iôn  de Ac-L eu -p u ro m ic in a  po r  e l  método de e x t r a c c i ô n ,  
con a c e t a t o  de e t i l o . Con o b je to  de h a c e r  comparable l a  l e c ­
t u r a  de r a d i o a c t i v i d a d  en ambos s i s t e m a s , se a p l i c ô  un f a c ­
t o r  de c o r r e c c i ô n  de e f i c i e n c i a  de c o n t a j e , r é s u l t a n t e  de 
l a  l e c t u r a  de r a d i o a c t i v i d a d  de m ues tras  s t a n d a r d  de HgOCH^) 
y to lu e n o  (iv ) en lo s  l i q u i d o s  de c e n t e l l e o  de ambos en sa -  
y o s .
Como se  puede o b s e rv a r  l a  in c u b a c iô n  de CACCA-Leu-Ac 
con r ibosomas en p r e s e n c i a  ùnicamente  de purorriicina, condu­
ce a l a  fo rm aciôn  de A c-Leu-purom icina ,  m ie n t r a s  que en l a  
in c u b a c iô n  con e s p a r so m ic in a  se produce l a  fo rm aciôn  d e l  
com plejo .  L’n l a  l i n e a  3 se ve que e l  complejo induc ido  p o r
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TABLA XXIII
INGliPACIDAD DLL CCLIPLEJO PARA REACCIORAR CON PUROHICINA
Tiempo de 
in c u b a c iô n  
( m i n . )
A dic iones  
0 -3 0  min. 30--60 min. % F i j a ­c iô n
% Reacciôn 
de PM
1 30 PM « H  mtm 0 75
2 30 E spar 93 1
3 60 Espar PM 91 1
4 60 PM Espar 26 70
5 60 S in  a d ic io n e s Espar 90 2
6 60 S in  a d ic io n e s PM 0 76
7 30 Esp + PM 74 12
Condic iones  de in c u b a c io n  como en l a  Tabla  XIK , excepto  que 
l a  c o n c e n t r a c iô n  de e spansom ic ina  (Espar)  fué  de 0,*01 mil y de 
p u ro m ic in a  (PU) de 1 mli. Ensayo se e f e c tu ô  como se " ind ica  en 
t e x t e .
e s p a r s o m ic in a  una vez formado no es d e s in t e g r a d e  p o r  pu rom ic ina  
n i  capaz de r e a c c i o n a r  con e s t e  a n t i b i ô t i c o  p a r a  dar  Ac-Leu- 
p u ro m ic in a .  P r e in c u b a c iô n  con pu rom ic ina  ( l i n e a  4) conduce a 
l a  fo rm aciôn  de A c-Leu-purom icina ,  bajando  l a  fo rm aciôn  d e l  com­
p l e j o  in d u c id o  p o r  e s p a r so m ic in a  l a  c a n t id a d  é q u i v a l e n t e  a l a
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r e a c c i ô n  de CACCA-Leu-Ac con pu ro m ic in a .  C o n t rô le s  de l a s  
l i n e a s  5 y 6 m uestran  que lo s  e f e c t o s  de p r e in c u b a c iô n  no 
fu e ro n  deb idos  a i n a c t i v a c i ô n  d e l  s i s t e m a .  Cuando puromi­
c i n a  y e s p a r so m ic in a  fu e ro n  anadidos  s im ultâneam ente  a 
t iempo 0 min. ( l i n e a  7 ) ,  p a r t e  de l  s u s t r a t o  r e a c c i o n a  con 
e s p a r s o m ic in a  y p a r t e  con p u rom ic ina  p a r a  dar  l u g a r  r e s p e c -  
t iv a m e n te  a complejo unido a r ibosomas y A c-Leu-puromicina .  
Las c a n t id a d e s  r e l a t i v a s  de ambos p ro d u c to s  dependian  como 
se  v iô  en o t r o s  ex p é r im en te s ,  de l a s  c o n c e n t r a c io n e s  y de 
l o s  t iempos r e l a t i v e s  a lo s  que se  anad ian  d ichos  a n t i b i ô -  
t i c o s .
I
Con o b je to  de co n f i rm ar  que l a  in c a p a c id a d  de purom ic ina  
de romper e l  complejo 7 0 3 - r ib o s o m as -e s p a rso m ic in a  no es de- 
b ido  a que e s p a r so m ic in a  p ro d u zca  l a  f i j a c i ô n  de Ac-Leu-pu 
ro m ic in a  a r ibosom a ,  se e f e c tu ô  e l  expe r im en to  de f i j a c i ô n  
de l a  T ab la  XXIV. En é l  se  incubô CACCA-Leu-Ac en p r e s e n c i a  
de p u ro m ic in a  en l a s  co n d ic io n e s  de r e a c c i ô n  d e l  f ragm ente  
un tiempo s u f i c i e n t e n e n t e  l a r g o  p a r a  que t u v i e r a  l u g a r  l a  
com plé ta  fo rm ac iôn  de Ac-Leu-purom icina ;  en d ic h as  c o n d i ­
c io n e s  como se  puede o b se rv a r  en l i n e a  1,  l a  f i j a c i ô n  d e l  
s u s t r a t o  a r ibosomas es n u l a .  S i  en to n ces  se anade e s p a r s o ­
m ic in a  e l  t iempo s u f i c i e n t e  p a r a  que pueda a c tu a r  l a  f i j a ­
c iô n  de r a d i o a c t i v i d a d  a l  r ibosom a ,  s ig u e  s ien d o  n u la ,  l o
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TABLA XXIV
INCAPACIDAD DE Ac-Leu-PUPCMIGINA DE PIJAPSE A RIBOSOMA EN 
PRESENCIA DE ESPARSOMICINA.
Adic iones
b i c i ? n , 1 i n ! r  0-120 120-150 n i n .  % P i j a c i ô n
1 ' 120 PM — 0
2 150 PM E spar  1
3 150  — E spar  82
Condic iones  de in c u b a c io n  como en T ab la  XIX. C oncen trac iôn  
de p u ro m ic in a  (PM) y e s p a r s o m ic in a  (E sp ar )  fué de 1 mlvl y 
0 ,01  mî.! r e s p e c t i v a m e n t e .
que i n d i c a  que una vez formado e l  p ro d u c to  Ac-Leu-purom ici­
n a ,  e s p a r s o m ic in a  es incapaz  de f i j a r l o  a l  r ibosom a. En l i ­
nea  3 d e l  ex p e r im en to ,  apa rece  e l  c o n t r o l  que i n d i c a  no 
e x i s t e  i n a c t i v a c i ô n  de l  s i s t e m a  d u ra n te  e l  tiempo de p r e i n c u ­
b a c iô n ,  p roduc iendo  e s p a r so m ic in a  en e l  segundo p é r io d e  de 
in c u b a c iô n ,  l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  e s p e r a d a .
E s te s  r e s u l t a d o s  p r u e b a n :a )  que e l  complejo in duc ido  
p o r  e s p a r s o m ic in a  no es r e a c t i v e  con p u ro m ic in a ,  y que una 
vez formado es i r r e v e r s i b l e  en l a s  c o n d ic io n e s  em pleadas , 
conf irm ande l e s  r e s u l t a d o s  o b ten id o s  con e s t r e p to g r a m in a  A;
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b) que e l  p ro d u c to  de l a  r e a c c i ô n  con p u ro m ic in a ,n o  puede 
f i j a r s e  a r ibosomas en p r e s e n c i a  de e s p a r s o m ic in a  y c )  que 
cuando se en c u e n t r a n  p r é s e n t e s  e s p a r so m ic in a  y pu rom ic ina  
a l  mismo t iem po ,  hay una com pe t ic iôn  e n t r e  ambos en e l  cen 
t r o  a c t i v e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
La f a l t a  de r e a c t i v i d a d  de l  complejo formado responde 
a l  t i p o  de i n h i b i c i ô n  c o m p e t i t iv a  p u ra  e n t r e  e s p a r so m ic in a  
y pu ro m ic in a  en l a  r e a c c i ô n  de A c - fe n i l a l a n i l - tR N A  con pu­
ro m ic in a  (Goldberg ,  1967 y P e s tk a ,  1970) .  Tanto n u e s t r a s  
e x p e r i e n c i a s  como l a  de e s t e s  a u t o r e s ,  no d e f in e n  s i  e l  s i ­
t i o  de f i j a c i ô n  de e s p a r so m ic in a  es e l  mismo que e l  de pu ro ­
m ic in a .  Por  o t r a  p a r t e  e l  que e s p a r so m ic in a  i n h ib a  f i j a c i ô n  
e n z im â t i c a  de aa-tRNA (Ravel y c o l . ,  1970) y que esparsom i­
c i n a  in l i ib a  f i j a c i ô n  de pu rom ic ina  (Pernandez-Muhoz, t e s i s  
d o c t o r a l )  i n d i c a  que e s p a r so m ic in a  s o l a p a  con e l  s i t i o  A.
En c u a l q u i e r  caso n u e s t r o s  expér im en tes  conc luyen  que 
e s p a r s o m ic in a  forma un complejo muy e s t a b l e  con e l  s u s t r a t o  
donador y e l  r ibosoma que no es d i s o c i ab le  p o r  e l  s u s t r a t o  
a c e p to r  p u ro m ic in a .  El que c o n c e n t r a c io n e s  c r e c i e n t e s  de pu­
ro m ic in a  r e v i e n t a n  e l  e f e c to  i n h i b i d o r  de e s p a r so m ic in a  
(G oldberg ,  1967 y P e s tk a ,  1970) ,  no se debe pues a d i s o c i a -  
c iô n  de aque l  com plejo ,  s in o  a que impide su  form aciôn  a l  
s u s t r a e r  e l  s u s t r a t o  donador po r  r e a c c i ô n  con e l  mismo.
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E fe c to  de a n t i b i o t i c o s  sobre  l a  fo rm ac ion  d e l  co m p le jo .
La T ab la  XXV recoge  e l  e f e c t o  de a n t i b i o t i c o s  i n h i b i -  
do res  de s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  sobre  l a  fo rm ac iôn  r ibosom a-  
s u s t r a t o - e s p a r s o m i c i n a .  Se in cu b a ro n  cada  une de e s t e s  an- 
t i b i ô t i c o s  s im ultâneam ente  con l a  mezcla  de r e a c c i ô n  que 
c o n t e n i a  l o s  componentes s t a n d a r d  mas una c o n c e n t r a c iô n  de 
e s p a r s o m ic in a  de 0 ,01  mlvl ( s i n  a n a d i r  e t a n o l ) ,  c o n c e n t r a c iô n  
a l a  cu a l  a l  no e s t a r  s a tu r a d o  e l  s i s t e m a  (v e r  E ig .  23) con 
e s p a r s o m ic in a ,  l a  s e n s i b i l i d a d  f r e n t e  a o t r o s  a n t i b i ô t i c o s  
es maxima. De e s t a  manora l a  fo rm aciôn  d e l  complejo es i n -  
h i b i d a  p o r  e s p i r a m ic in a  I I I ,  c a rb o m ic in a ,  e s t r e p to g r a m in a  A 
y l i n c o m ic in a ,  a n t i b i ô t i c o s  que b loquean  r e a c c i ô n  d e l  f r a g ­
mente con p u ro m ic in a  y ,  que como se v iô  en e l  c a p i t u l e  an­
t e r i o r ,  i n b ib e n  l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  a c e t i l a d o  y no ace­
t i l a d o  a r ibosom a;  pa recon  t e n e r  p u e s ,  a p e s a r  de su  h e te ro -  
genea e s t r u c t u r a ,  s i t i o s  de f i j a c i ô n  a r ibosoma i n t e r r e l a -  
c ionados .  con e l  c e n t r e  c a t a l i t i c o  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .  Por 
o t r a  p a r t e  c l o r a n f e n i c o l ,  c e l e s t i c e t i n a ,  v i r i d o g r i s e i n a ,  
a m ic e t in a  y g o u g e r o t in a ,  in b ib e n  tam bién  e s t e  com plejo .  Da­
do que e s t a  s e r i e  de a n t i b i ô t i c o s  no in h ib e  f i j a c i ô n  del  
s u s t r a t o  a c e t i l a d o ,  lo  inm ed ia to  es p e n s a r  que i n t e r f i e r e n  
cada  uno de e l l e s  con l a  f i j a c i ô n  de e s p a r so m ic in a  a l a  sub­
u n idad  r ib o sô m ic a  503. G ougero t ina  y a m ic e t in a  en a u s e n c ia  
de e s p a r so m ic in a  e s t im u la n  l a  f i j a c i ô n  de l  s u s t r a t o  a c e t i l a -
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TABLA XXV
EFECTO DE ANTIBI0ÏIC03 SOBRE LA EGRI.IACÏOÎT DEL COI.IPLEJO.
A n t i b i ô t i c o C o n c en t rac iô n(mL)
E i j a c i ô n  e s t i n u l a d a  
p o r  e s p a x s o n ic in a  
(% de l  c o n t r o l )
C lo r s j i f e n ic o l
L incom ic ina
C e l e s t i c e t i n a
Caxbomicina
E s p i r a m ic in a  I I I
E s t r e p to g ra m in a  A
E s t re p to g ra in in a  B
V i r i d o g r i s e i n a
E r i t r o m i c i n a
T e t r a c i c l i n a
E deina
Chalcom icina
A m ice t ina
G ougero t ina
1
1
1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0 ,0 0 1
1
1
1
5
;  5 
74 
0 
0
2
107 
60
117
97
64
108 
27 
42
Oondiciones de ensayo cor.o ce i n d i c a  :en T ab la  XIX, ex cep te  
que l a  c o n c e n t r a c iô n  de e s p a r so m ic in a  a n te s  de a i iad i r  e l  
e t a n o l  lu e  de 0 ,01  e D .1 , La f i j a c i c n  d e b id a  a e s p a r s o n i c i n a  
lu e  de l  70  % en e l  c o n t r o l  s i n  a n t i b i ô t i c o .
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do; es p o s i b l e  p u es ,  que e s t e s  a n t i b i o t i c o s  in b ib u n  l a  r e a c -  
c iô n  de e s p a r s o m ic in a  mas de lo  que se a p r e c i a  en T ab la  XXV, 
p e ro  que en su  p r e s e n c i a  se former, nuevos com ple jos .  Es po_ 
s i b l e  que e s t e s  a n t i b i ô t i c o s  de r iv ad o s  de p i r i m i d i n a ,  no 
i n b i b i d o r e s  de l a  f i j a c i o n  de c l o r a n f e n i c o l  a r ibosomas j  
a c t i v e s  en r ibosomas 703 j  803, tengan  un modo de a c c iô n  
r e l a c i o n a d o  con e l  de e s p a r so m ic in a  y que com pitan  por  e l  
mismo s i t i o  de f i j a c i o n ,  pero  que l e s  com plejos  i n e r t e s  -  
formados en su p r e s e n c i a  sean  menos a s t a b l e s .  S in  embargo, 
es p o s i b l e  baya d i f e r e n c i a s  de a cc iô n  e n t r e , ^ e ^ q s , ya  que 
a m ic e t in a ,  p e ro  no e s o a r  s omicina n i  gougq%o'binn^ -% p t  imul an 
l a  f i j a c i o n  no e n z im a t ic a  de aatRNA a l  r:±b|Osoma d i r i g i d a  
p o r  m ensa je ro  (Vâzquez, y Honro, 1967).  A su  vez e d . l a  f i -  
j a c i ô n  e n z im a t i c a  de aatRiTA e s p a r so m ic in a  p roduce  i n h i b i -  
c iô n  (Ravel y c o l . ,  1970) ,  m ie n t ra s  que g o u g e ro t in a  produce 
C la r a  e s t i n u l a c i ô n  (Yukioka, L o t i s  av/a, 1969) .
C lo r a n f e n i c o l  bloques, fo rm aciôn  de en lace  p e p t l d i -  
co in h ib i e n d o  l a  f i j a c i o n  d e l  o l i g o n u c l e ô t i d o  t e r m i n a l  de 
Leu-tRHA. Aunque no se ha  v i s t o  que e s p a r so m ic in a  i n h i b a  
p o r  complète  l a  f i j a c i o n  de c l o r a n f e n i c o l  en E. C o l i  (Pernan- 
dez-j-Luhoz, T e s i s  d o c t o r a l ) ,  p a re c e  s e r  que lo s  s i t i o s  de f i -  
j a c i ô n  de e s t e s  a n t i b i ô t i c o s  e s t a  muy proximos , quedando 
a f e c t a d a  l a  f i j a c i o n  de e s p a r so m ic in a  a l  r ibosoma en p r e s e n ­
c i a  de c l o r a n f e n i c o l .
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A n t i b i ô t i c o s  cono e s t r e p to g r a m in a  B, e r i t r o m i c i n a ,  
c h a lco m ic in a  y t e t r a c i c l i n a  no a f e c t a r o n  l a  fo rm aciôn  del  
com plejo ,  l o  que es i n d i c a c i ô n  de que l a  f i j a c i ô n  de e s t e s  
a n t i b i ô t i c o s  no i n t e r f i e r e  con l a  de e s p a r s o m ic in a .
E s t e q u io m e t r i a  de l a  f i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac en p r e s e n c i a  
de e s p a r s o m ic in a .
Con o b je to  de a v e r i g u a r  l a  e s t e q u io m e t r i a  d e l  com­
p le x e  50S - s u s t r a t o - a c e t i l a d o  formado en p r e s e n c i a  de e s p a r ­
so m ic in a ,  se p ro c e d iô  a s a t u r a r  e l  s i s t e m a  de f i j a c i ô n  con 
CACCA-Leu (H^)-Ac. En l a s  o o n d ic io n e s  s t a n d a r d  y debido  a 
l a  d i f i c u l t a d  de o b te n c iô n  de s u s t r a t o  en grandes  c a n t i d a -  
d es ,  se operô como hemos v i s t o  a c o n c e n t r a c io n e s  de r i b o s o ­
mas, ( 5 X 10 ^ S u p e r io re s  a l a s  de s u s t r a t o  ( 7~9 %
X 10 % I) . En e s t e  t i p o  de ensayo con e l  f i n  de no h a c e r  ex-  
c e s iv o  g a s to  de s u s t r a t o ,  e r a  pues e s e n c i a l  r e d u c i r  l a  con­
c e n t r a c i ô n  de r ibosomas empleada. P a r a  e l l o  se d e s a r r o l l ô  
e l  metodo de f i l t r a c i ô n  p o r  a d s o rc iô n  a f i l t r o s  de n i t r a t e  
de c e l u l o s a  d e s c r i b e  en l a  s e c c iô n  de métodos.
O tra  c o n d ic iô n  a t e n e r  en c u e n ta  p a r a  e s t i r a a r  con 
p r e c i s i ô n  l a s  m olécu las  de s u s t r a t o  f i j a d e  a r ibosom as ,  e r a  
e l  d i s p o n e r  de una p r e p a r a c i ô n  de CACCA-(H^)-Leu-Ac de a c t i -  
v id a d  e s p e c i f i c a  p r é c i s a .  Aunque d u ra n te  l a  c a rg a  de tHNA 
con l e u c i n a  e l  e x t r a c t o  u t i l i z a d o  c a r e c i a  t e ô r ic a m e n te
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de aminoâcidos po r  h ab e r  s id o  sometido  a d i â l i s i s ,  no cue-  
daba con e s t e  metodo e x c l u i d a  l a  p o s i b i l i d a d  de que e n z i -  
mas p r o t e o l l t i c o s  e x i s t a n t e s  en d icho  e x t r a c t o  d u ra n te  l a  
in c u b a c io n  de c a rg a ,  p r o d u je r a n  l a  l i b e r a c i ô n  de pequenas 
c a n t id a d e s  de am inoâc idos ,  o r ig in â n d o s e  a s i  l a  v a r i a c i ô n  
de l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de CACCA-Leu(H^)-Ac p o r  d é r iv a ?  
dos de d ichos  am inoâc idos .  P a r a  e v i t a r  e s t a  f u e n te  de 
e r r o r  se  p ro c e d iô  a l a  c a rg a  de tld'TA con L - l e u c i n a  4 ,5 -T  
usando no l a  mezcla de to d a s  l a s  s i n t e t a s a s  p r é s e n t e s  en , 
e l  so b re n a d an te  S^QQ, s in o  una l e u c i l - s i n t e t a s a  p u ra  que 
nos fue donada po r  P. Rouget y P. C h a p e v i l l e , p ro ced iô n d o -  
se después de l a  c a rg a  a l a  a c e t i l a c i ô n ,  d i g e s t i o n  y a i s -  
l am ie n to  como se i n d i c a  en môtodos.
En e s t a s  c o n d ic io n e s  y como se  ve en l a  P ig .  27, 
e l  mâximo de f i j a c i ô n  en p r e s e n c i a  de e s p a r so m ic in a  t i e n e  
l u g a r  cuando se h a  un ido  una m olôcu la  de s u s t r a to .  de r i b o ­
soma. Como se m ues tra  en l a  P ig .  28 a c o n c e n t r a c iô n  s a t u ­
r a n t e  de s u s t r a t o  en l a s  dos h o ra s  u t i l i z a d a s  en e l  en sa ­
yo d e - l a  P ig .  27, e l  s i s t e m a  se e n c u e n t r a  ya  en e q u i l i b r i a .  
El 90 % de l a s  p a r t i c u l e s  90S empleadas en e s t e s  ensayos 
son a c t i v a s  en s i n t e s i s  de p o l i p ô p t i d o .  E s t a  e s t im a c iô n  
fue  e f e c tu a d a  p o r  T. S t a e h c l i n  (1969) en cuyo l a b o r a t o r i o  
se  e f e c t u a r o n  e s t e s  expér im en tas  de e s t e q u i o m e t r i a ,  median­
t e  a n â l i s i s  en g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  de l a  d i s t r i b u c i ô n  -
FIG. 2 7 . -  Formaciôn de complejo induc ido  por  e sparsom i­
c i n a  e n t r e  GAGGA-Leu-Ac y subunidades  50S o 
p a r t i c u l a s  : E fe c to  de c o n c e n t r a c iô n  d e l  s u s t r a t o .  La 
m ues tras  en un volurnen de 0 ,0 0 5  ml c o n te n ia n  an te s  de l a  
a d i c iô n  de 33 % de metanol :  T r is -CIH , pH 7 , 5 , 50 mil (Ac)^ 
Lg 20 mîi, CIK 400 mil, e s p a r so m ic in a  0 ,1  mil, CAGGA(H5)Leu- 
Ac a l a  c o n c e n t r a c iô n  in d ic a d a  y 0 ,055 de subunidades 
503 o p a r t i c u l a s  p . 3e anadiô  0 ,3  mg/ml de p a r t i c u l a s  
i n a c t i v a s  Y  P ^ ra  p r o v e n i r  l a  a d s o rc iô n  de r ibosomas por  
lo s  tubos  de v i d r i o  donde se e f e c tu ô  l a  in c u b ac iô n .
Tiempo de in c u b ac iô n  2 h o ra s .  El ensayo fué  e fec tuado  
por  e l  método de ad s o rc iô n  en f i l t r o s  de I l i l l p o r e  como 
se i n d i c a  en métodos. La f i j a c i ô n  in d u c id a  por  e s p a r s o ­
m ic ina  fué e s t im a d a  por  s u b s t r a c t i ô n  de lo s  b lcncos  i n -  
cubados s i n  e s p a r so m ic in a .  En todos  l o s  casos  l a  r a d i o -  
a c t i v i d a d  de lo s  b lancos  fué menos d e l  10 % de l a s  mues­
t r a s  incubadas  en e l  s i s t e m a  com ple te .
SOS
08
04
02
0.150.100.05
Cone, de CACCA-Leu-Ac
1>‘M)
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de d en s id ad  o p t i c a  y r a d i o a c t i v i d a d  de an  s i s t e m a  de i n c o r ­
p o r a t i o n  de f e n i l a l a n i n a  d i r i g i d a  p o r  e l  mensajero  s i n t â t i -  
co p o l i  U a d i f e r e n t e s  t iempos de in c u b a c io n .  Por t a n t o  a l  
s e r  todos  l o s  r ibosomas a c t i v e s  se  puede a s e g u ra r  que p o r  
cada  r ibosom a ^08 e x i s t e  en e s t a s  c o n d ic io n e s  una molécu- 
l a  de CAGGA-Leu-Ac y p o s ib lem en te  una m olecu la  de e s p a r s o ­
m ic in a  u n id a  a e l ,  e x i s t i e n d o  pues un s o lo  s i t i o  de f i j a ­
c io n  d e l  s u s t r a t o  donador a l  r ibosom a.  E s te  r e s u l t a d o  e s ­
t a  de acuerdo con e l  modelo p o s tu l a d o  po r  b a t s o n  (1964-) so 
b re  l a  e x i s t o n c i a  de un s i t i o  donador y o t r o  a c e p to r  en e l  
r ibosom a d u ra n te  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o t e î n a s .
El e f e c t o  e s t im u l a n te  de l a  e s p a r s o m ic in a  p a re c e  
deb e rse  pues no a l a  e x p o s ic io n  de nuevos s i t i o s  de f i j a ­
c i o n  d e l  s u s t r a t o  a l  r ibosom a,  s in o  a l a  e s t a b i l i z a c i ô n  
de d ic h a  f i j a c i ô n ,  lo  que e s t a  de acuerdo  con l o s  e x p e r i -  
mentos d e s c r i t o s  a n te r io rm e n te  en e s t e  c a p i t u l e  y l o s  ob- 
t e n id o s  mas t a r d e  p o r  Goldberg (1 9 6 9 ) ,  Monro, Jimenez y 
Vâzquez (1976) con ÎT -ace t i l -am inoac i l - tR IJA  y B a t t a n e r  ( ï £  
s i s  d o c t o r a l )  en l a  f i j a c i ô n  de GAGGA-Leu-Ac a r ibosomas
80S de l e v a d u r a .  Le todos  e s t e s  r e s u l t a d o s  podemos s u g e r i r
#
un mécanisme de a c c iô n  de e s p a r s o m ic in a ,  E sp a rso m ic in a  i n ­
h ib e  b i o s î n t e s i s  de p r o t e î n a s  en su  e t a p a  de e lo n g a c iô n  de 
l a  cadena p e p t î d i c a  p o r  p r o d u c i r  un b loqueam ien to  d e l  s u s -
16$  -
t r a t o  donador en su extreme 5 ’ en e l  c e n t r e  en z im a t ico  
p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ,  i iac iendo le  no r e a c c i o n a b l e  con e l  
s u s t r a t o  a c e p t o r .
A p l i c a c io n  de l  e f e c t o  de e s p a r so m ic in a  en lo s  e s tu d io s  
de l o c a l i z a c i o n  del  c e n t r e  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
Como hemos v i s t o  una de l a s  f u n c io n e s  p r im o r d ia ­
l e s  de l  r ibosom a,  l a  fo rm ac iôn  de en la c e  p e p t i d i c o , e s t a  
loca l izadcL  en l a  subunidad  503. En un i n t e n t e  de c a r a c t e -  
r i z a r  e l  c e n t r e  c a t a l i t i c o  de e s t a  subun idad ,  r e l a c i o n a n -  
do e s t r u c t u r a  y fu n c iô n  de l  mismo, se p ro c e d iô  a l a  e l i m i -  
n a c iô n  p r o g r e s i v a  de uha s e r i e  de p r o t e î n a s  po r  c e n t r i f u -  
g ac iô n  en g r a d i e n t e  de e o u i l i b r i o  de Cl C s , ensayândose -  
en l a s  p a r t i c u l a s  r i b o n u c l e o p r o t e i c a s  r é s u l t a n t e s  de a c t i ­
v id a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  mediante  l a  r e a c c i ô n ' d e l  fragmen­
t e  y l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu(H^)-A c , E s ta s  p a r t i c u l a s  (T. 
S t a e h e l i n  y c o l . ,  1969),  c o n t i e n e n  ,RNA 2$3 y 58 i n t a c t e ,  
pe ro  c a re c e n  de c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s  de l a s  p r o t e î n a s  que 
forman. p a r t e  de l a  subun idad  503. Las p a r t i c u l a s  j3 c a re c e n  
de to d a s  l a s  p r o t e î n a s  â c id a s  y a l  menos una de l a s  b â s i c a s , 
cEirecido ad e mas lais p a r t i c u l a s  Y de c i n c o - s i e t e  p r o t e î n a s  
b â s i c a s .
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En l a  P ig .  29 ap a recen  lo s  r e s u l t a d o s  o b ten id o s  en 
e l  ensayo de l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de l a s  sub­
u n id ad es  50s  y l a s  p a r t i c u l a s  , p y y  o b te n id a s  como se 
i n d i c a  en métodos. La a c t i v i d a d  apexece r e p r e s e n t a d a  como 
f u n c iô n  d e l  t iempo de in c u b a c iô n .  Como se puede o b s e rv e r  
t a n t o  l a s  p a r t i c u l a s  ^  como l a s  p son a c t i v a s ,  no a s i  l a s  
y  que son i n a c t i v a s .  La a c t i v i d a d  de y p fué anâ loga  a 
l a  de l a s  subun idades  503 en c i e r t a s  p r e p a r a c i o n e s , d i sm i-  
nuyendo su  a c t i v i d a d  con e l  t iempo.
En T ab la  }CXVI se ensayô l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  ace 
t i l a d o  en p r e s e n c i a  de e s p a r so m ic in a .  Como a n te r io rm e n te  -  
l a s  p a r t i c u l a s  ^  y  p son a c t i v a s  en e s t a  f i j a c i ô n  m ie n t ra s  
l a s  p a r t i c u l a s  y  son i n a c t i v a s .  Las p r o t e i n a s  s e p a rad as  -  
en e l  paso  de p a r t i c u l a s  503 a p (SP^^^p ) como on e l  p a r ­
t i c u l a s  p a Y (3P p~>Y ) c a re c e n  t a n t o  de a c t i v i d a d  p e p t i d i l ,  
t r a n s f e r a s a  como de ca p ac id ad  de f i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac * 
Las p a r t i c u l a s  p  c a s i  completamonte a c t i v a s  a d q u i r i a n  l a  ac­
t i v i d a d  de l a s  p a r t i c u l a s  od a l  s e r  incubadas  con l a  f r a c -  
c iô n  p r o t e i c a  SP^q—j-p a AQ2C en l a s  c o n d ic io n e s  in d ic a d a s  
a l  p i e  de l a  t a b l a .  En cambio l a s  p a r t i c u l a s  Y  , com ple ta -  
mente i n a c t i v a s ,  no p u d ie ro n  s e r  r e c o n s t i t u i d a s  mediante  
l a  a d i c iô n  de l a s  p r o t e i n a s  de l a s  que c a r e c e .  Aunque cuan­
do se e f e c tu a r o n  c s to s  ensayos no fué  p o s i b l e  t a l  r e c o n s t i -  
t u c i ô n ,  e s t a  ha  s id o  p o s i b l e  p o s t e r i o r m e n te  v a r ia n d o  l a s  -
FIG. 2 8 . -  C i n é t i c a  de formaciôn  d e l  complejo induc ido  por  
e s p a r so m ic in a  e n t r e  GAGGA-Leu-Ac y subunidades 
503 o p a r t i c u l a s  p a c o n c e n t r a c iô n  s a t u r a n t e  de s u s t r a t o . 
La mezcla de in c u b ac iô n  c o n t e n i a  l o s  mismos componentes que 
en F ig .  27, excep te  que GACGA(h5) Leu-Ac e s t aba a una con­
c e n t r a c i ô n  de 8 ,5  X 10"“7p;; se empleô e l  mismo método de en­
sayo que en d ic h a  f i g u r a .
FîG. 2 9 . -  A c t iv id a d  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de subunidades
503 y p a r t i c u l a s  , p 7 Y  medida p o r  r e a c ­
c iô n  de GAGGA-Leu-Ac eon pu rom ic ina .  Condiciones de ensayo 
como se i n d i c a  en métodos p a r a  r e a c c i ô n  de f ragm en te .  Con­
c e n t r a c i ô n  de p a r t i c u l a s  r ib o so m a les  fué de 0 ,5  mg/ml.
200QF
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TABLA X]CVI
f i j a c i o n DE CACCA-Ac-Leu A FKACCIÜNE3 DE SUBUNIDADES 5CS.
cpm F i j a c i c n
P a n t i c u l a  (~ b l a n c % d e l  c o n t r o l
1 oC 1890 95
2 p 1680 84
5 (p+ 1840 92
4 sp^o—p) 140 7
5 (Y+ 3Pp-;.y) 170 8
6 (Y+ sp^Q^p+ 3pp_.y) 125 6
7 Y 40 2
8 ^^50-^p 0 0
9 SPB—Y 0 0
La mezcla  de in c u b a c iô n  c o n t e n i a  en un volumen de 0 ,005  cil 
l o s  s i ^ u i e n t e s  component os : e s p a r s o m ic in a  0 ,1  mil; 15 mî.ï, 
(Ac)pLg 15 mlvl, a c e t a t o  macnôsico ,  CIK 270 nml, T r is -C lI I ,  pH 
7,5} 55 eJ.î, 0 ,1  nl.I CACGA (HA)-Leu-Ac, a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a
10 ,5  C i/m nol,  55 % de metanol y 0 ,1  mg/ml de p a r t i c u l a s  cC 
6 p , 0 ,5  mg/ml d e ^ p a r t i c u l a s  ) /6  p r o t e i n a s  , 3 F p-»^
en una c o n c e n t r a c iô n  e q u i v a l e n t e a 0 ,5  mg/ml de r ibosom as ,  
segûn se  i n d i c a .  Las m uestras  1 ,  2, y  5 c o n t e n i a n  0 ,5  mg/ml 
de p a r t i c u l a s  V  p a r a  im ped ir  l a  a d s o rc iô n  de p a r t i c u l a s  por  
e l  v i d r i o . El ensayo fue  e fec tu ad o  p o r  e l  método de a d s o r ­
c iô n  a f i l t r o s  I . l i l l ip o ro  como se  i n d i c a  en métodos. Tiempo 
de in c u b a c iô n  fué  de 2 h o r a s .  3e tomé como ICC °/o l a  f i j a ­
c iô n  de s u s t r a t o  a subunidades  503. En todos  lo s  casos  se 
s u s t r a j o  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d eb id a  a l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu- 
Ac a l o s  f i l t r o s  on au s o n c ia  de r ibosom as .
Simbclos e n t r e  p a r e n t  es i s  como ( P + SP[.,,_,.p) s i g n i f i c a n  p a r ­
t i c u l a s  r e c o n s t i t u i d a s  a n a r t i r  de mbdo componentes po r  c a -
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le n ta m ie n to  a 402C d u ran te  1C min en l a s  co n d ic io n e s  i o n i c a s  
de
y
Ll u ciLiJL(dJ-i u ü d — w CLu.i cJLTiuG J_Lv H i m 011 _L9.o . COHC1j.-C 1 O H 0 S lO X l lC
CIHN. 0 ,2 5  M, (Ac)pKg 0,C15 M, T ris -C IH  pH 7 , 5 ,  0 ,0 2  II,
|3 mere ap t  o e t a n o l  0 ,005
c o n d ic io n e s  i o n i c a s  y de c a le n t a m ie n to  d e l  p roceso  (T, S t a e ­
h e l i n  y c o l . , 1969) .
Con o h je to  de a v e r i g u a r  s i  e l  numéro de s i t i o s  de 
f i j a c i o n  a l a s  p a r t i c u l a s  ^ e r a  e l  mismo que e l  encon trado  
con l a s  subunidades  503. Se e f e c tu ô  un expérim ente  de s a t u -  
r a c i ô n  en un tiempo en que se h a b i a  e s t a b l e c i d o  e l  eq u i l i - r  
b r i o  de f i j a c i ô n ( F i g .  28 ) .  Como se puede o b se rv a r  en l a  F ig .  
2 7 , con e s t a  p r e p a r a c i ô n  de p a r t i c u l a s  se f i j a b a n  0 ,6  mol 
de s u s t r a t o  p o r  cada mol de p a r t i c u l e .  E s te  r e s u l t a d o  p o d ia  
i n d i c a r  l a  ex i .^ te n c ia  de una p o b la c iô n  h e te ro g e n e a  de p a r t i ­
c u l a s ,  p r o v i n i e n t e s  de l a  p c r d i d a  de d i s t i n t a s  p r o t e i n a s , 
l o  que p o d r i a  t r a d u c i r s e  p o r  l a  p o s e s iô n  de d i s t i n t a  d e n s i ­
dad. P a r a  v e r  s i  e s t a  h e t e ro g e n e id a d  p o d ia  pues s e r  lo c a l i - r  
zada ,  de modo que d e n t ro  de l a s  p a r t i c u l a s  , l a s  s i t u a d a s  
en l a  zona s u p e r i o r  t u v i e r a  d i s t i n t a  a c t i v i d a d  que l a s  -  
s i t u a d a s  en l a  zona i n f e r i o r ,  se  r e c o g i e r o n  con sumo c u id a -  
do y mediante  una j e r i n g a  l a s  p a r t i c u l a s  de d ich as  zonas pa 
r a  s e r  ensayadas  en expér im en tes  de f i j a c i ô n .  S in  embargo 
e s t a  d i f e r e n c i a ,  s i  e x i s t e ,  no pudo s e r  a p r e c i a d a ,  ya que 
como se m u es t ra  en T ab la  EXVII l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  a 
l a s  p a r t i c u l a s  de ainbas zonas fue i g u a l .
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TABLA X r / I I
FIJACION DE CACCA-Leu-Ac A RIBOSOÎ'L\S
F i j a c i ô n
P a r t l c u l a  % d e l  c o n t r o l
pu 70
K  71
La mezcla de in c u b a c iô n  fuô como en T ab la  X>rVI. Ensayo de 
f i j a c i ô n  p o r  a d s o rc iô n  a f i l t r o s  I l i l l i p o r e  como se i n d i ­
ca  en m étodos .
El hecho de que l a  p é r d i d a  de l a  a c t i v i d a d  p e p t i d i l  
t r a n s f e r a s a  vaya acompanado de l a  p é r d i d a  de f i j a c i ô n  e s t i -  
mulada po r  e s p a r so m ic in a  s o p o r t a  e l  modèle de que e s p a r s o ­
m ic in a  a c tû a  d i r e c ta m e n te  sobre  e l  c e n t r e  p e p t i d i l t r a n s f e -  
r a s a  de Tas subun idades  503. De o t r o  lado  l a  o b se rv a c iô n  de 
que l a s  p a r t i c u l a s  p sean  a c t i v a s  e l i n i n a n  l a  p o s i b i l i d a d  
de que l a s  p r o t e i n a s  a c i d i c as y c i e r t a s  p r o t e i n a s  b a s i c as 
sean  p o s i b l e s  componentes de l  c e n t r e  a c t i v e .  El que e x i s t a s  
p a r t i c u l a s  i n a c t i v a s  que puedan r e c o n s t i t u e r  su  a c t i v i d a d  
median te  l a  a d i c iô n  de l a s  p r o t e i n a s  de que c a r e c e ,  hace 
p o s i b l e  p e n s a r  que e s t a s  p r o t e i n a s  con tengan  lo s  componen-
— 1 ^  8  *"
t e s  a c t i v e s  r e s p o n s a b le s  de l a  a c c iô n  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  
y de l a  f i j a c i ô n  de- s u s t r a t o s  y a n t i b i ô t i c o s  y que s e a  n e -  
c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  de l a  p a r t l c u l a  r i b o n u c l e o p r o t e l c a  -  
p a r a  su a c t i v i d a d .  Aunque tam bién  es p o s i b l e  que e l  c e n t r o  
e s t é  i n t a c t o  en l a s  p a r t i c u l a s  ( Y )  p e ro  que sean  n e c e s a -  
r i a s  l a s  p r o t e i n a s  e l im in a d as  p a r a  que se e n c u e n t r e  en una 
forma a c t i v a .
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El que l o s  ensayos dé fo rm aciôn  de en lac e  p e p t i d i ­
co- con e l  s i s t e m a  s im p l i f i e a d o  de r e a c c i ô n  de f ragm entes  
t e r m i n a l e s  de 5 ’ de a c e t i l - a m in o a c i l - tR K A  con pu rom ic ina  
seen  c a t a l i z a d a s  po r  r ibosomas de E. C o l i , B. s u b t i l i s  y 
e l  a l g a  azu l  A n acy s t i s  montana, m u es t ra  l a  g e n e r a l id a d  de 
e s t a  p ru eb a  p a r a  e l  e s tu d io  de a q u e l l a  e t a p a  de l a  b i o s i n  
t e s i s  de p r o t e i n a s  en o t ro s  microorganismos p r o c a r i ô t i c o s  
d i s t i n t o s  a E. C o l i , en e l  que se ha c a r a c t e r i z a d o . El g ra  
do de c o r r e l a c i ô n  de l a  s u s c e p t i b i l i d a d  a d iv e r s e s  a n t i ­
b i ô t i c o s  de l o s  r ibosomas de a q u e l lo s  microorganismos p a ­
r a  e s t e  ensayo con su a c t i v i d a d  i n h i b i d o r a  i n  v ivo  c o n t r i -  
buye a g a r a n t i z a r  l a  s i g n i f i c a c i ô n  de e s t a  r e a c c i ô n .
Se d e s a r r o l l ô  y c a r a c t e r i z ô  un s i s t e m a  de f i j a c i ô n  
a l  c e n t r o  en z im a t ic o  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de CACCA-Leu-Aç 
y UACCA-Leu demostrândose son s u s t r a t o s  de l a  misma. Tal 
s i s t e m a  o f r e c e  l a  v e n t a j a  en e l  e s t u d i o  d e l  c e n t r o  p e p t i ­
d i l t r a n s f  e r a s a  de e v i t a r  l a s  i n t e r a c i o n e s  de lo s  s u s t r a t o s  
n a t u r a l es aminoacil- tRRA y p e p t id i l - tR N A  con o t r a s  p a r t e s  
d e l  r ibosom a. Tanto CACCA-Leu-Ac como UACCA-Leu se f i j a n  
r e v e r s ib l e m e n te  a l a  subunidad 5CS, no quedando é s t o s  mo-
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d i f i c a d o s  t r a s  d ic h a  f i j a c i o n .  El s u s t r a t o  a c e t i l a d o  se f i -  
j a  como se  ve en lo s  ensayos con e s p a r s o m ic in a  h a s t a  l a  -  
p r o p o rc io n  de una m olecu la  p o r  r ibosom a,  P a r a  e l  no a c e t i ­
la d o  p a re c e  h ab e r  una f i j a c i o n  de a l t a  a f i n i d a d  p a r a  un si. 
t i o  de l a  subunidad  503, m ie n t r a s  que a mayores c o n c e n t r a ­
c io n e s  de l a s  empleadas usua lm ente  a l o  l a r g o  de e s t e  e s t u ­
d i o ,  vemos que se f  i  j a  con mue ha mener a f i n i d a d  a o t r o  si-r 
t i o  r ib o so m a l .  Los s i t i o s  de f i j a c i o n  p r e f e r e n t e  p a r a  ambos 
s u s t r a t o s  conclu lmos que son d i s t i n t o s  p o r  l o s  s i g u i e n t e s  
r e s u l t a d o s : I )  L i e n t r a s  que l a  f i j a c i o n  de CACCA-Leu-Ac
es i g u a l  p a r a  r ibosomas 7CS que p a r a  sus  subunidades  508, 
l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  no a c e t i l a d o  a 508 es in c re m e n ta -  
da p o r  l a  p r e s e n c i a  de subunidades  508. I l )  Es d i s t i n t a  
l a  c i n é t i c a  de f i j a c i ô n  p a r a  ambos. I I I )  P r e c i s ando ambos 
s u s t r a t o s  p a r a  su f i j a c i ô n  a 508 de Lg"*"^  y Iv"**, p a r a  l a  f i ­
j a c i ô n  a r ibosomas 7O8 de CACCA-Leu-Ac hay mayor r e q u e r i -  
miento  de , m ie n t r a s  que UACCA-Leu lo  t i e n e  mayor p a r a
K*^ . Por  o t r a  p a r t e  e l  conoc im ien to  de l a  i n f l u e n c i a  de e s ­
t e s  iones  en e l  e s ta d o  de a g re g a c iô n  de l o s  r ib o s o m a s , s u -  
g i e r e  que UACCA-Leu i n t e r a c c i o n a  con l a  subunidad  508 en 
l a  zona de un iôn  de e s t a  con l a  508.- IV) El comportamien- 
t o  de algunos a n t i b i ô t i c o s  es r a d ic a lm e n te  d i s t i n t o  en l a  
f i j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s .
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A l a  v i s t a  de l o  a n t e r io rm e n te  expues to  y d e l  r e s u l ­
tad o  de que e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o  r e a c c io n a d a  con mucha ma­
yor  v e lo c id a d  que e l  no a c e t i l a d o  con p u ro m ic in a ,  ju n to  con 
l a  e s t im u lac io n  de su  f i j a c i o n  p o r  c l o r a n f e n i c o l , c o n c l u i -  
mos que CACCA-Leu-Ac se f i j a  a l  s i t i o  donador de p e p t i d i l ­
t r a n s f  e r a s a .
A su vez e l  que UACCA-Leu se f i j e  a s i t i o  d i s t i n t o  
de CACCA-Leu-Ac, s e a  inh iU ido  en su f i j a c i o n  p o r  c l o r a n f e -  
n i c o l ,  a n t i b i ô t i c o  que com pite con f i j a c i ô n  de p u rom ic ina ,  
y e l  que se forme, aunque en pequena c a n t i d a d ,  l e u c i l - l e u  
c i n a  p o r  su f i j a c i ô n ,  nos l l e v a  a a f i r m a r  que UACCA-Leu se 
f i j a  a l  s i t i o  a c e p to r  de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  aunque tam- 
b i é n  p a rec e  f i j a r s e  con mucha menor a f i n i d a d  a l  s i t i o  dona­
dor .
E s te  e s t u d io  de f i j a c i ô n  en p r im e r  l u g a r  i n d i c a  a 
p a r t i r  de l a  e s t e o q u i m e t r i a  de l a  f i j a c i ô n  de CACCA-Leu-Ac 
que e x i s t e  un s ô lo  c e n t r o  en z im a t ico  de form aciôn  de e n l a ­
ce p e p t i d i c o  p o r  r ibosoma. Da lu z  sob re  e l  desconocido  e fec  
t o  e s t im u la d o r  de e t a n o l  sobre  l a  fo rm ac iôn  de en lac e  pep­
t i d i c o  en subunidades  508, in d ican d o  se e j e r c e  a l  menos a 
n i v e l  de f i j a c i ô n  de s u s t r a t o s , aumentando su  a f i n i d a d  p o r  
e l  r ibosom a. I n d i c a  l a  e x i s t e n c i a  de dos s i t i o s  d i s t i n t o s  
p a r a  l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o s  de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  con
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e s p e c i f i d a d  d e te rm in ad a  so lam ente  p o r  e l  b i o queo o no d e l  
NH2 en«i>  ^de l  aminoacido unido  a l  tRNA.
La e x i s t e n c i a  de e s t e s  dos s i t i o s  con e s t a  e s p e c i ­
f i d a d  e s t a  en c o n t r a  de lo s  modèles como l o s  de Sweet 
(l96iT) y V/oese (1970) ,  que p o s t u l a n  l a  p r e s e n c i a  en e l  r i ­
bosoma de dos s i t i o s  s i m é t r i c o s  d i s t i n g u i b l e s  so lam ente  en 
su  c a p ac id ad  a c e p to r a  o donadora  p o r  l a  c o n f ig u r a c io n  de l  
a r e a  d i s t a l  de tRNA que c o n t i e n s  e l  t r i p l e t s  reconocedor  - 
d e l  tRNA.
De l o s  r e s u l t a d o s  de i n t e r a c c i o n  de c l o r a n f e n i c o l  
con lo s  f ra g m en t08 de tRNA empleados, se  deduce que e s t e  
a n t i b i ô t i c o  a l  i n h i b i r  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  no a c e t i l a d o ,  
debe de b lo q u e a r  l a  fo rm ac iôn  de en la c e  p e p t i d i c o  p o r  i n ­
h i b i r  f i j a c i ô n  de l  extreme t e r m i n a l  5 ’ d e l  aminoacil- tRNA, 
Desde e s t e  s i t i o ,  dado que e s t im u l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  
a c e t i l a d o ,  in c re m e n ts  l a  f i j a c i ô n  de p e p t id i l - tR N A ,  p u d ien  
do e s t e  e f e c t o  t e n e r  s i g n i f i c a c i ô n  en su  a c c iô n  i n h i b i d o r a ,
L in co m ic in a ,  ya que in h ib e  f i j a c i ô n  de ambos s u s t r a ­
t o s ,  p r e f e r e n c i a l m e n t e  e l  no a c e t i l a d o ,  p o s ib lem en te  b l o ­
ques fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  p o r  im ped ir  l a  f i j a c i ô n  
de lo s  extremes 5 ’ de am inoac i l  y p e p t id i l - tR N A .  Su a n â lo -  
go e s t r u c t u r a l  c e l e s t i c e t i n a ,  p u e s to  que e s t im u l a  f i j a c i ô n  
de ambos s u s t r a t o s , debe i n h i b i r  l a  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  
po r  un mécanisme no c o m p e t i t i v e .  Es de d e s t a c a r  que se t r a -
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t a  d e l  ûn ico  a n t i b i ô t i c o  de todos  l o s  ensayados que in h ib e  
r e a c c i ô n  de fo rm aciôn  de en la ce  p e p t i d i c o  no im pidiendo f i ­
j a c i ô n  de ninguno de lo s  dos s u s t r a t o s .
Del grupo de lo s  m acrô l idos  que in h ib e n  fo rm aciôn  
de en lac e  p e p t i d i c o ,  ca rb o m ic in a  y e s p i r a m ic i n a  I I I ,  e j e r -  
cen su e f e c t o  a n i v e l  de l a  f i j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s ,  -  
im pidiendo su i n t e r a c c i ô n  con e l  r ibosom a.  E r i t r o m i c i n a  y 
o leandom ic ina  que p o r  e l  c o n t r a r i o ,  no b lo q u ean  form aciôn  
de e s t e  e n l a c e ,  e s t im u la n  l a  f i j a c i ô n  de l  s u s t r a t o  a c e t i l a ­
do, m ie n t r a s  que o leandom ic ina  sô lo  in h ib e  p a r c i a lm e n te  f i  
j a c i ô n  d e l  no a c e t i l a d o .  E s ta s  d i f e r e n c i a s  s i t ù a n  l a  f i j a ­
c iô n  de lo s  d i s t i n t o s  m acrô l idos  d e n t ro  del  a r e a  de l a  pep 
t i d i l t r a n s f e r a s a ,  p e rm i t ie n d o  a l  mismo tiempo conocer  que 
p a r t e s  de l a  molôcula  son r e s p o n s a b le s  de sus i n t e r a c c i o n e s  
con a q u e l l a .
Se e n c u e n t r a  p o r  o t r a  p a r t e  que l a  r e v e r s i o n  p o r  e r i ­
t r o m i c i n a  de l a  i n h i b i c i ô n  p ro d u c id a  p o r  c l o r a n f e n i c o l  o 
l i n c o m ic in a  en s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  se l o c a l i s a  en e l  cen­
t r o  p e p t i d i l t r a n s f e r a s a  de l o s  r ib o so m as .
Del Grupo de l a s  e s t r e p t o g r a m i n a s , e s t r e p to g r a m in a  A 
in h ib e  f i j a c i ô n  de lo s  s u s t r a t o s  a c e t i l a d o  y s i n  a c e t i l a r ,  
m ie n t r a s  que v i r i d o g r i s e i n a ,  e l  mas a c t i v e  i n h i b i d o r  de bio- 
s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  de l  grupo de l a s  e s t r e p to g r a m in a s  B,
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que no b lo q u e a  l a  r e a c c iô n  de f ra g m en te ,  e s t im u l a  c o n s id e -  
rab lem en te  l a  f i j a c i ô n  de ambos s u s t r a t o s .  E s te  hecho i n d i  
ca  que aunque e x i s t a  so lapam ien to  e n t r e  sus  s i t i o s  de i n ­
t e r a c c i ô n  con e l  r ibosom a, su mécanisme de ac c iô n  es d i s ­
t i n t  o.
Los a n t i b i ô t i c o s  t e t r a c i c l i n a ,  s u l f a t e  de p o l i d e x -  
t r a n o  y e d e in a  i n h i b i d o r e s  de f i j a c i ô n  de aminoacil-tRNA 
a l  r ibosom a,  no e j e r c e n  n ingûn  e f e c to  so b re  l a  f i j a c i ô n  de 
lo s  dos s u s t r a t o s  s i r a p l i f i c a d o s , l o  que s i t u a  su i n t e r a c ­
c iô n  con e l  r ibosom a en l u g a re s  d i s t i n t o s  a e s t e  c e n t r o  en 
z im a t i c o .  De l a  misma manera s io m ic in a  que in h ib e  f i j a c i ô n  
de f a c t o r  G de t r a s l o c a c i ô n  y de aminoacil- tRNA a 5CS, he­
mos v i s t o  no a f e c t a  f i j a c i ô n  de su extreme t e r m i n a l  5 ’ , l o  
que c o n t r ib u y e  a l a  l o c a l i z a c i o n  de f i j a c i ô n  de G con r e s -  
p e c to  a p e p t i d i l t r a n s f e r a s a .
Mayor in fo rm ac iô n  se ha o b ten id o  sob re  e l  modo de ac- 
t u a r  e s p a r so m ic in a  en su i n h i b i c i ô n  de s i n t e s i s  de p r o t e i ­
n as .  A s i , hemos encon trado  que: a) E sp arso m ic in a  produce
una e s t im u l a c i ô n  en l a  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o  no 
d ep e n d ien te  de l a  p r e s e n c i a  de subunidades  5 0 8 ; b)  e l  com­
p l e j o  ( r i b o s o m a - s u s t r a t o  a c e t i l a d o - e s p a r s o m i c i n a )  t i e n e  una 
g ran  e s t a b i l i d a d ,  lo  que hace a l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o  no reac- 
t i v o  con e l  s u s t r a t o  a c e p to r  p u ro m ic in a .  E s t a  f i j a c i ô n  no
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p rocédé  po r  e n la c e s  c o v a le n t e s  con e l  s u s t r a t o ,  s ien d o  l a  
e s t e o q u i m e t r i a  de mol a mol p a r a  503 y s u s t r a t o ;  c )  l a  
ca p ac id ad  de formar e s t e  complejo se mantiene p a r a l e l a  a 
l a  de fo rm aciôn  de en lace  p e p t i d i c o  en r ibosomas d e f i c i e n  
t e s  en p r o t e i n a s  e s p e c i f i c a s  sep a rad as  po r  a l t a  c o n c e n t r a ­
c iô n  de io n e s .  E s to  c o r ro b o ra  que l a  a c tu a c iô n  de e s p a r s o ­
m ic ina  es e s p e c i f i c a  p a r a  e l  a r e a  de p e p t i d i l t r a n s f e r a s a ;  
d) l a  fo rm aciôn  d e l  complejo es i n h i b i d a  p o r  c l a r a n f e n i ­
c o l ,  a m ic e t in a ,  g o u g e ro t in a ,  c a rb o m ic in a ,  e s p i r a m ic in a  I I I ,  
e s t r e p to g r a m in a  A y l i n c o m ic in a .  Los a n t i b i ô t i c o s  que no 
in h ib e n  f i j a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  a c e t i l a d o ,  c l o r a n f e n i c o l , 
am ic e t in a  y g o u g e ro t in a ,  deben de i n t e r a c c i o n a r  pues con 
e l  s i t i o  de f i j a c i ô n  de e s p a r so m ic in a  a l  r ibosom a,  l o  c u a l  
p o s ib lem en te  c o n t r ib u y e  a que lo s  t r è s  e s t im u le n ,  aunque 
en menor grade  que e s p a r so m ic in a ,  l a  f i j a c i ô n  de s u s t r a t o  
a c e t i l a d o .
A l a  v i s t a  de l o s  d a t e s  p r e s e n t a d o s ,  se p o s t u l a  un 
mecanismo de a c c iô n  sobre  b i o s î n t e s i s  de p r o t e i n a s  d e l  an­
t i b i ô t i c o  e s p a r s o m ic in a .
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